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A dolgozatban szerepl  kémiai elnevezések helyesírásában az 1998-ban kiadott 
„Útmutató a szerves vegyületek IUPAC-nevezéktanához” cím  kiadvány ajánlásait követtem 
[1]. Az új szabályozás szerint az egyik legfontosabb változtatás a szerves kémiai nevek 
tagolásának egyszer sítése (pl. „benzil-oxi-karbonil-amino-” helyett a 
„benziloxikarbonilamino-” alakot használjuk). Az aminosavak jelölésére az egy- és 
hárombet s rövidítéseket egyaránt használtam. A peptidkémiában használatos rövidítéseket a 
Journal of Peptide Science kiadvány ajánlása [2] szerint alkalmaztam. A szövegben 
leggyakrabban alkalmazott rövidítések az alábbiak voltak: 
 
2bzr  propinoil-CoA karboxiláz (EC 6.4.1.3) 
Ag  antigén 
AIDS   acquired immune deficiency syndrome, szerzett immunhiányos tünetegyüttes 
APC  antigene presenting cell, antigénprezentáló sejt 
ATCC  American Type Culture Collection 
BCG  Bacillus Calmette-Guèrin (vakcina) 
BSA  bovine serum albumin, marha szérum albumin 
Boc  benziloxikarbonil 
Bzl (Bn) benzil 
CFP10  culture filtrate protein-10 
CF-SE  5(6)-karboxifluoreszcein-diacetát N-szukcinimid-észter 
CFU  colony forming unit, telepszám 
DBU  1,8-diazabiciklo[5.4.0]undec-7-én 
DCC  N,N’-diciklohexilkarbodiimid 
DCM  diklórmetán 
DIC  N,N’-diizopropilkarbodiimid 
DIEA  N,N-diizopropiletilamin 
DMAP  4-dimetilaminopiridin 
DMF  N,N-dimetilformamid 
DMSO  dimetilszulfoxid 
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DosR  dormancy regulon, dormanciáért felel s gének 
DTH  delayed type hypersensitivity, kés i típusú túlérzékenységi reakció 
DUTPáz deoxiuridin 5’-trifoszfát nukleotidohidroláz (EC 3.6.1.23) 
EAK  poli[Lys(Glui-DL-Alam)] (ahol m 3,5 és i 1) 
EC  enzyme classification, enzim osztályozás 
EDT  etánditiol 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay, enzimkötött immunesszé 
ELISpot  enzyme-linked immunospot, enzimkötött immunospot 
EMB  etambutol 
ESAT6 early secretory protein-6 
ESI  electrospray ionizáció 
EtOH  etanol 
FACS  fluorescent-activated cell sorter, áramlási citométer 
FCS   foetal calf serum, magzati borjú savó 
FITC  fluorescein-5-isothiocyanate, fluoreszcein-5-izotiocianát (zöld) 
Fmoc  9-fluorenilmetiloxikarbonil 
HF  hidrogén-fluorid 
HIV  human immunodeficiency virus, humán immundeficiencia vírus 
HLA  humán leukocita antigén 
HOBt  1-hidroxibenztriazol 
HPLC  high performance liquid chromatoraphy,  
  nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia  
IC50  half maximal inhibitory concentration; koncentrációérték, amely a sejtek 
  50%-ának pusztulását okozza 
IFN-    interferon-gamma  
IgG  immunoglobulin G 
IGRA  interferon-gamma release assay, termelt IFN-  meghatározásán alapuló teszt 
IL  interleukin  
INH  izoniazid 
KLH  keyhole limpet hemocyanin, mélytengeri csiga hemocianinja 
Mav átlag molekulatömeg 
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Mmo monoizotópos molekulatömeg 
MAP multiple antigenic peptide 
MBHA 4-metilbenzhidrilamin 
M-CSF macrophage colony-stimulating factor, makrofág kolóniastimuláló faktor 
MDR-TB multi-drug resistant tuberculosis, multirezisztens tuberkulózis 
MeOH metanol 
MHC major histocompatibility complex, f  hisztokompatibilitási komplex 
MIC  minimal inhibitory concentration, minimális inhibiciós koncentráció 
MS  mass spectrometry, tömegspektrometria 
MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolium) bromid (kolorimetriás teszt) 
MWCO molecular weight cut off, molekulatömeg szerinti átereszt képesség  
NEM  N-etilmaleimid 
NMP  N-metilpirrolidon 
Op  olvadáspont 
OT10  [TKPKG]2, dituftsin 
OT20  [TKPKG]4, tetratuftsin 
OVA  ovalbumin 
PAS  p-aminoszalicilsav 
PBMC  peripheral blood monomorphonuclear cells, perifériás vérb l származó 
monomorfonukleáris sejtek   
PBS  phosphate buffered saline, foszfát puffer fiziológiás sóoldat 
PCR  polymerase chain reaction, polimeráz láncreakció 
PDB  protein data bank, fehérje adat bank   
PE  phycoerythrin, fikoeritrin (kromoprotein, vörös) 
PHA  phytohaemagglutinin, fitohemagglutinin 
PMA  phorbol-12-miristate-13-acetate, forbol-12-mirisztát-13-acetát 
PP  peptide pool, peptidkeverék 
PPD  purified protein derivative, M. tuberculosis sz rletéb l származó tisztított 
fehérjekeverék 
PriA  phosphoribosyl isomerase, foszforibozil izomeráz (EC 5.3.1.16) 
PZA  pirazinamid  
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PZC, POA pyrazinoic acid, pirazinkarbonsav 
RP  reverse phase, fordított fázisú  
Rt  retention time, retenciós id  
RD  region of difference, különbségért felel s gének régiója 
RIF  rifampicin 
SAK  poli[Lys(Seri-DL-Alam)] (ahol m 3,5 és i 1) 
SFC   spot forming colony, „pöttyformáló” kolónia 
SFC/M 1 millió sejtre vonatkoztatott „pöttyformáló” kolóniák 
SOC  sequential oligopeptide carrier, szekvenciális oligopeptid hordozó  
  Ac-[Lys-Aib-Gly]4 
STM  sztreptomicin 
TB  tuberkulózis 
tBu  terc-butil 
TCR  T-cell receptor, T-sejt receptor 
TFA  trifluorecetsav 
TNF-  tumor nekrózis faktor-alfa 
Tos  tozil 
TRIS  2-amino-2-hidroximetil-propán-1,3-diol 
Trt  tritil 
TST  tuberculin skin test, tuberkulin b rpróba  
TT  tetanus toxoid 
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A Föld lakosságának egyharmada fert zött Mycobacterium tuberculosis baktériummal, 
mely az egyik legelterjedtebb fert z  betegséget, a tuberkulózist okozza. A betegség 
megfelel  kontroll alatt tartásában fontos a fert zés korai diagnózisa. A legrégebben használt 
vizsgálat a tuberkulin (PPD, purified protein derivative) b rpróba nem alkalmas arra, hogy 
különbséget mutasson ki a kórokozóval való fert zöttség és a BCG oltás következtében 
kialakuló pozitív válasz között. Legyengült immunrendszer  páciensek esetében a PPD 
b rpróba gyakran hamis negatív választ ad. Mindezen tapasztalatok miatt szükségessé vált egy 
új immundiagnosztikum kifejlesztése, amely lehet vé teszi a szenzitizáltság okának specifikus 
és érzékeny detektálását. A M. tuberculosis fert zés kimutatása történhet immunreakción 
alapuló módszerek segítségével. A tesztek érzékenysége és specificitása a stimuláláshoz 
használt antigénekt l függ. Antigénként immundomináns fehérjék, T-sejt epitóp peptidek és 
azok konjugátumai alkalmazhatóak.  
A rezisztens baktériumtörzsek terjedése miatt egyre nagyobb szükség van új típusú 
antibiotikumokra. Új hatóanyagok keresésére alkalmas az ún. in silico módszer, mely során 
számítógép segítségével ismert szerkezet  bakteriális fehérjékhez milliós nagyságrendben 
dokkolnak kismolekulákat. A molekulák kiválasztásának feltétele a fehérje – ligandum közti 
köt dés er ssége. 
A tuberkulózis kezelése minimum hat hónapot vesz igénybe és az alkalmazott 
antituberkulotikumoknak számos mellékhatása ismert. A hatóanyagok többsége csak 
kismértékben hat az intracelluláris (dormans) baktériumok ellen. A fert zött makrofágokba 
történ  bejutás túlnyomóan diffúzió révén történik, meglehet sen korlátozott mértékben. A 
fert zött makrofágok hatóanyagfelvételének növelésével kisebb napi dózisra és rövidebb 
terápiára lenne szükség, amely nagymértékben lecsökkentené a mellékhatásokat és a kezelés 
költségét. Az antituberkulotikumok hatóanyagfelvétele irodalmi adatok alapján növelhet  





2. Irodalmi áttekintés 
2.1. A tuberkulózis és a Mycobacterium tuberculosis kórokozó 
A tuberkulózis (tbc, güm kór) az egyik legrégebben ismert fert z  betegség, mely az 
emberiséget sújtja. Egyiptomi múmiákban tuberkulózisra utaló egyértelm  jeleket találtak, 
melyek bizonyítják, hogy a betegség már évezredek óta velünk van. Id számításunk el tt 460 
körül Hippocrates a tüd vészt („phthisis”) tartotta kora leggyakoribb betegségének, ami 
legtöbbször halálos kimenetel  volt. Az els  pontos patológiai és anatómiai leírást a XVII. 
században Franciscus de Le Boë Sylvius (1614-1672) Opera Medica cím  írásában jelentette 
meg [3]. 1720-ban Benjamin Marten angol orvos vetette fel el ször hogy a tüd vész okozói 
apró „teremtmények” lehetnek („wonderfully minute living creatures”) [4]. Marten állításait 
másfél évszázaddal kés bb Robert Koch igazolta, aki 1882-ben felfedezte a tuberkulózis 
kórokozóját [5]. Robert Koch idejében a tuberkulózisnak évente 7 millió halálos áldozata volt. 
A betegség elleni küzdelemben az els  nagy áttörést Albert Calmette francia bakteriológus 
érte el, aki kollégájával Camille Guèrinnel els ként fejlesztett ki legyengített Mycobacterium 
bovis baktériumot tartalmazó vakcinát (1. ábra). A BCG (Bacillus Calmette-Guèrin) oltáshoz 
használt vakcinatörzset 13 éven át tartó in vitro passzálással gyengítették le és el ször 1921-
ben próbálták ki emberen.  
Robert Koch (1843-1910) Albert Calmette (1863-1933) Camille Guèrin (1872-1961)  
1. ábra. A tuberkulózis elleni küzdelem nagy alakjai.  
 
A XX. század elején a bakteriális betegségek gyógyítására használt penicillin és szulfonamid a 
tuberkulózis kórokozójára hatástalan volt. Ezért 1914-t l Selman Waksman laboratóriumában 
szisztematikusan keresték a tbc ellenszerét. 1943-ban találták meg a sztreptomicint, az els  
hatékony antibiotikumot, amely humán terápiában alkalmazható volt.  
Több mint 60 év elteltével azonban a tuberkulózis még mindig egyike a legtöbb 
áldozattal járó fert z  betegségeknek. Az Egészségügyi Világszervezet (World Health 
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Organization, WHO) jelentése szerint a Föld lakosságának egyharmada fert zött a 
tuberkulózis kórokozójával. 2006-ban 9,2 millió új esetet regisztráltak és a tuberkulózishoz 
köthet  halálesetek száma évente több mint 1,7 millió [6]. A betegség el fordulása nagy 
mérték  földrajzi eltérést mutat, a tbc-s betegek 95%-át a fejl d  országokban regisztrálták (2. 
ábra). Hazánkban 2005-ben 2042 új esetet jelentettek a tüd gondozó intézetek. Budapesten, 
Jász-Nagykun-Szolnok megyében és Szabolcs-Szatmár-Bereg megyében tartósan a 
legmagasabb az új megbetegedések aránya (incidencia). Országos szinten ugyan évente 
csökken a betegek száma, de a lazuló sz rési fegyelem és a kockázati tényez k miatt ma sem 







2. ábra. A tbc el fordulása a Földön és Magyarországon (2005-ben, százezrelék). 
 
Napjainkra tehát a tuberkulózis problémája korántsem megoldott és még mindig kihívást 
jelent a kutatók számára. Ennek egyik oka, hogy a BCG oltás nem nyújt egész életen át tartó 
védettséget a betegséggel szemben, leginkább a gyermekkori mycobacteriumok okozta 
meningitis ellen hatékony. Napjainkra emiatt számos országban megszüntették már a kötelez  
BCG oltást. A tuberkulózis kezelése során már az els  években megfigyelték, hogy a 
hatóanyagokkal szemben igen gyorsan kialakul rezisztencia. A rezisztens baktériumok által 
okozott tuberkulózis elterjedése miatt újabb hatóanyagokat kellett bevonni a terápiába és a 
kezelés költsége, id tartama nagymértékben megn tt. Az 1980-as évekt l kezdve az AIDS és 
a HIV fert zés megjelenése is hozzájárult a tuberkulózis újbóli elterjedéséhez. A HIV 
fert zöttek körében háromszor gyakrabban fordul el  a tbc és ez a leggyakoribb halálok az 
AIDS betegeknél [8]. Az immunrendszer legyengülése miatt a kórokozó könnyebben 
megfert zheti a szervezetet és a fert zés után sokkal gyorsabban kialakul a betegség. HIV 
fert zöttek esetében környezeti mycobacteriumok (pl. M. avium, M. kansasii) is okozhatnak 
fert zést.  
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4. ábra. Mycobacterium tuberculosis baktérium és a telepek fénymikroszkóp alatt.
Forrás: Centers for Disease Control and Prevention (CDC): Public Health Image Library.
3. ábra. Tüd tbc röntgen felvétele és az extra-pulmonáris tbc el fordulási helyei.
A tuberkulózis a M. tuberculosis 
okozta fert zés eredményeképp 
kialakuló kórkép, amely 
leggyakrabban a tüd t támadja 
(pulmonáris tbc), de emellett 
el fordulhat más szervekben is 
(extra-pulmonáris tbc) (3. ábra). A tuberkulózis leggyakrabban por- és cseppfert zést 
követ en alakul ki. A pulmonáris tbc során a következ  tünetek jelentkeznek: hosszú ideig 
tartó, gyakran véres köpettel járó köhögés; mellkasi fájdalom; súlyvesztés; étvágytalanság; 
fáradtság; láz, h emelkedés; éjszakai izzadás.  
A tuberkulózis esetében fontos megemlíteni, hogy a M. tuberculosis fert zés nem mindig 
jár együtt az aktív tünetek megjelenésével. Igen gyakori, hogy a baktérium évtizedekig is 
megtalálható a szervezetben, de a betegség tünetei egyáltalán nem jelentkeznek. Ebben az 
esetben látens fert zöttségr l beszélünk. A látens fert zöttek (a Föld lakosságának 
egyharmada ide sorolható [6]) körében fokozott a tuberkulózis megbetegedés kockázata és 
közel 10%-nál kialakul az aktív betegség. A veszélyeztetett populációba tartoznak az id sek, 
újszülöttek, legyengült immunrendszer ek (pl. immunszupresszált transzplantáltak, HIV 
fert zöttek), rossz higiéniás viszonyok közt él k, alkoholisták illetve azok, akiknek a 
környezetében tbc-s beteg el fordult. Ezekben az esetekben a  tuberkulózis kockázatát 
preventív antituberkulotikus terápiával lehet csökkenteni. 
A Mycobacterium tuberculosis kórokozó 1-2 m hosszú, 0,2 m átmér j , pálcika alakú 
baktérium (4. ábra). Más baktériumokhoz képest igen lassan szaporodik, osztódása 12-24 óra 
alatt megy végbe (E. coli: 20-30 perc). A M. tuberculosis szilárd táptalajon 4-8 hét alatt alkot 
telepeket. A leggyakrabban alkalmazott szilárd táptalaj a tojás alapú Löwenstein-Jensen (LJ) 
[9, 10] és az agar alapú Middlebrook 7H10 táptalaj [11]. Folyékony táptalajok közül a 
mycobacteriumok tenyésztésére 
legtöbbször Sula [12, 13] és 
BACTEC TB médiumot 
használnak. A baktérium 
növekedése szempontjából az 
optimális pH 5,8 és 6,5 között van. 
_______________________________________________________________________________________ 14








felszíni glikolipidek A M. tuberculosis sejtfala komplexebb, 
mint a Gram-pozitív és Gram-negatív 
baktériumoké. A sejtfalban a 
peptidoglikánvázhoz a D-arabinozon és 
a D-galaktózon keresztül kovalens 
kötéssel mikolsavak kapcsolódnak (5. 
ábra). A mikolsavak alkotják a sejtfal 50%-át és vastag hidrofób burkot képeznek a baktérium 
körül. Egy másik sejtfal lipid, a 6,6’-dimikoliltrehalóz, az ún. „cord-faktor” felel s a 
baktériumok egymás mellé rendez déséért, amely az M. tuberculosis virulens törzseire 
jellemz . A sejtfal küls  rétegeinek peptidláncai képezik a sejtfal tömegének 15%-át és a 
biológiailag fontos antigének is itt találhatók. Ezek felel sek a celluláris immunválasz 
kiváltásáért. A komplex sejtfalnak köszönhet , hogy a baktérium extrém körülmények között 
is létképes, számos antibiotikumnak ellenáll és gyakran kivédi a gazdaszervezet saját 
eliminációs mechanizmusait [14-16]. A különleges sejtfal védi meg a baktériumot a kationos 
antibakteriális fehérjékt l (pl. granulizin, NK-lizin) és az oxigén gyökökt l. 
A M. tuberculosis intracelluláris patogén. A szervezetbe kerülve a makrofágok illetve a 
dendritikus sejtek bekebelezik a baktériumot. A fagocitózis specifikus receptorokon keresztül 
történik (pl. mannóz receptor, scavenger receptor). A fagocitózis azonban nem minden esetben 
vezet a kórokozó eltávolításához. A M. tuberculosis számos ponton képes gátolni a gazdasejt 
m ködését és így megakadályozza az immunrendszer által irányított eliminációt: 
 gátolja a fagoszóma érését 
 gátolja a fagoszóma – lizoszóma fúziót 
 ammónia termelésével semlegesíti a lizoszóma kémhatását, így csökkentve a 
lizoszomális enzimek aktivitását 
 anyagcseretermékei hatástalanítják a reaktív intermediereket 
 gátolja a makrofág aktivációt 
A fert zött makrofágokban a M. tuberculosis ún. dormans állapotban igen hosszú ideig 
életképes. A dormans fázisban az alacsony oxigenizáció mellett a baktérium csökkentett 
mérték  anyagcserét folytat. A vizsgálatok során a baktérium genomjában azonosították a 
DosR régiót (dormancy regulon), mely 48 gént tartalmaz. A DosR régióban található gének 














6. ábra. A mikobakteriális granulóma szerkezete.(A) nem-nekrotikus
granulóma; (B) nekrotikus (elsajtosodó) granulóma felépítése 
(Dominic O. Co ábrája alapján [21, 22]).
19]. Ezek a fehérjék feltehet en a dormans állapot létrehozásában és fenntartásában játszanak 
fontos szerepet.  
 A szervezet védekez  folyamatainak sajátos krónikus következményeként a tüd ben 
granulóma (güm ) alakul ki [20]. A granulóma szerkezetét mutatja be a 6. ábra. A granulóma 
az immunrendszer számára 
„láthatatlan”, mert a fert zött 
makrofágokat intakt T-sejtek veszik 
körül. A nekrotizáló granulóma 
belsejében ún. elsajtosodó 
szövettörmelék található [21, 22]. A 
granulóma gyógyulása hegesedéssel 
és/vagy meszesedéssel történik, ezek a 
gócok a röntgenfelvételen is láthatóak 
(3. ábra). A gyógyult granulómákban hosszú ideig életképesek a baktériumok, melyek az 
immunrendszer legyengülése esetén újra megfert zhetik a szervezetet. 
Stewart Cole és munkatársai 1998-ban közölték a M. tuberculosis H37Rv virulens 
baktériumtörzs teljes genomjának szekvenciáját [23]. A projekt során kapott információkat az 
interneten hozzáférhet  TubercuList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/) adatbázisban 
gy jtik. A frissített adatok szerint [24, 25] a teljes genom ~4,4 millió bázispárból áll és 
összesen 4066 gént tartalmaz. Ebb l 4009 fehérje kódoló gén, 57 gén RNS-t kódol. A 
fehérjéket kódoló gének elnevezése Rv kóddal kezd dik (pl. Rv2654), ami a H37Rv törzsre 
utal.  
Emberi fert zés és kórképek megjelenéséért atípusos illetve környezeti 
mycobacteriumok is felel sek lehetnek (1. táblázat). A legmodernebb molekuláris technikák 
alkalmazásával jelenleg közel 200 mycobacterium genushoz tartozó fajt definiáltak. A legtöbb 
faj a felszíni vizek és a talaj hasznos és nélkülözhetetlen, többségében szaprofita 
mikroorganizmusa, melyeknek nitrogénköt  aktivitásuk és más mikroszervezetek tápanyag 
szükségleteit kielégít  szervesanyag bontó képességük van. Néhány mycobacterium faj 
azonban az evolúció során kórokozóvá vált. Ezek között megkülönböztethetünk obligát és 
fakultatív (opportunista, alkalmi) patogéneket. A legjelent sebbek a Mycobacterium 
tuberculosis complexhez tartozó M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis bacillus Calmette-Guerin, 
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M. africanum, M. microti, M. canetti és M. caprae. A fajok között virulenciájukat, valamint a 
gazdaszervezetet illet en számottev  különbségek vannak (1. táblázat).  
1. táblázat. Emberi fert zést okozó mycobacteriumok és kórképek (Pusztai Rozália nyomán [26]). 
subcután tályogok, disszeminált fert zésektalaj, víz, állatM. fortuitum-chelonei complex
subcután tályogok, csomóktalaj, vízM. scrofulaceum
granulomás és cervicalis lymphadenitisember, környezetM. ulcerans
subcután tályogok, csomók, b rfekélyhal, vízM. marinum
tüd tbcvíz, szarvasmarhaM. kansasii
disszeminált és tüd tbc, gyakori AIDS betegekben és 
immunszupresszáltakban





gastrointestinális és miliáris tbcember, szarvasmarhaM. bovis




A M. tuberculosis complexhez tartozó fajok genetikailag igen magas hasonlóságot mutatnak. 
1998 óta több mycobacterium faj genomjának szekvenciáját publikálták és számos olyan 
közlemény jelent meg, amelyben DNS szinten izolálták a kórokozót: 
 M. bovis teljes genomja [27]. A kórokozó f leg szarvasmarhákban fordul el , de 
embert is megfert zhet és f leg gastrointestinális tuberkulózist okoz. 
 a BCG oltáshoz használt M. bovis BCG baktériumtörzs összehasonlító proteomikai 
analízise [28]. A kutatások során azonosították azokat a fehérjéket, melyek 
megtalálhatóak a virulens M. tuberculosis H37Rv törzsben, de hiányoznak a 
legyengített M. bovis BCG vakcinatörzsb l [29].  
 M. avium subspecies paratuberculosis teljes genomja [30]. A Crohn betegséggel 
hozták összefüggésbe [31, 32] és bizonyították, hogy antimikobakteriális szerek 
segítségével gyógyítható a Crohn betegség [33, 34]. 
 M. kansasii fert zés kimutatása genetikai módszerekkel [35-37]. A M. kansasii 
környezeti mycobacterium, ami csapvízben is el fordulhat [38] és pulmonáris tbc-t 
okozhat. 
 M. marinum teljes genomja [39]. A kórokozó embereket, halakat, kétélt eket támad és 
a fert zés granulóma kialakulásával jár. 
 M. smegmatis nem patogén. A patogén M. tuberculosis modelljeként szokták 
alkalmazni a laboratóriumi kísérletek során [40, 41].  
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2.2. A tuberkulózis diagnosztikája és a kórokozó azonosítása 
A klinikai tünetek megléte és a radiológiai kép (mellkas röntgen, esetleg CT) alapján 
felállítható a tuberkulózis el zetes diagnózisa. A tbc azonban csak akkor tekinthet  
bizonyítottnak, ha a kórokozó jelenlétét a beteg testnedveib l (pl. köpet, vizelet, hörg b l 
öblített folyadék) sikerült bakteriológiai vizsgálattal igazolni [42]. Mikroszkópos vizsgálattal 
kimutatható saválló baktérium igazolja a tuberkulózist. A bakteriológiai vizsgálatok közül ez a 
legegyszer bb, legolcsóbb és leggyorsabb módszer. A mikroszkópos diagnózis legnagyobb 
hátránya, hogy nem megfelel en érzékeny módszer. A pozitív kenethez igen magas 
baktériumszám szükséges. A vizsgálat szenzitivitása és specificitása nagymértékben növelhet  
a kórokozó folyékony és/vagy szilárd táptalajon való tenyésztésével [43]. Ennek hátránya, 
hogy a baktérium lassú replikációja miatt a tesztek hosszú id t vesznek igénybe (4-8 hét) és 
nem minden esetben lehet megfelel en izolálni/tenyészteni a kórokozót.  
A direkt nukleinsav amplifikációs módszerek (DNAM) el nye, hogy a lassan 
tenyészthet  vagy nehezen izolálható mycobacteriumok esetén is gyors (24 órán belüli) 
kimutatást biztosítanak. A kereskedelmi forgalomban kapható tesztek (pl. Amplicor PCR teszt 
(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA), a transzkripció mediált amplifikáción 
alapuló AMTD teszt (amplified Mycobacterium tuberculosis direct test, Gen-Probe Inc. San 
Diego, CA, USA), a szál áthelyez  amplifikáción alapuló BDProbeTec (BD Diagnostic 
Systems, Sparks, MD, USA)) rutinszer  alkalmazása finanszírozási problémák miatt csak 
limitált számban oldható meg. A hazai el írások akkor javasolják a DNAM alkalmazását, ha 
atípusos vagy környezeti mycobacteriumok okozta tuberkulózis gyanúja merül fel (pl. HIV 
fert zöttek, transzpantáltak) illetve, ha a diagnózis rendkívüli sürg sséget igényel.  
A tuberkulózis bizonyításán túl a diagnózis fontos része a kórokozó pontos azonosítása. 
A hagyományos identifikálási módszerek (niacin, nitrát reduktáz és h stabil kataláz teszt) 
mellett egyre nagyobb hangsúlyt kapnak a DNS hibridizáción alapuló módszerek, a DNS 
szekvenálás, a PCR restrikciós-enzim analízis (PRA) és a mikolsav analízis. 
 A DNS hibridizációs módszeren alapuló AccuProbe (Gen-Probe Inc., San-Diego, CA, 
USA) segítségével kimutatható a M. tuberculosis complex, a M. avium complex, a M. 
gordonae, és a M. kansasii törzsek jelenléte. Mivel a teszt nem alkalmaz amplifikációs 
lépést és az azonosításhoz magas baktériumszám szükséges, a vizsgálatot folyékony 
vagy szilárd táptalajon való tenyésztés el zi meg [44]. 
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 A DNS szekvenálás automatizálhatósága miatt a mycobacteriumok azonosításának 
leggyorsabb és legpontosabb módszere. Az egyes törzsek azonosításán kívül 
információval szolgál az egyes fajok filogenetikájáról és rokonsági fokáról is [45, 46]. 
 A PRA során a hsp65 gént PCR segítségével amplifikálják, majd a megsokszorozott 
génállományt restrikciós enzimek segítségével megemésztik. Gélelektroforézis után a 
restrikciós mintázatot az interneten hozzáférhet  adatbázissal 
(http://www.hospvd.ch:8005) vetik össze. Ezzel a módszerrel jelenleg 54 faj 
azonosítható [47-49]. 
 A mikolsavak a mycobacteriumok sejtfalának fajonként változó és specifikus 
összetev i. A mikolsavak kimutatására alkalmas a vékonyréteg kromatográfia [50]. 
Nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC) alkalmazása a mycobacteriumok 
azonosításának olcsó és gyors megoldását biztosítja [51]. A standardizált HPLC 
analízis során kapott kromatogramokat az interneten hozzáférhet  adatokkal 
(www.cdc.gov/tb/Laboratory_Services/maps_tagged.pdf) egyeztetve végezhetjük az 
azonosítást. 
 
Pozitív mikrobiológiai teszt esetén az izolált baktériumot rezisztencia vizsgálatnak vetik alá, 
ami nagyban hozzájárulhat a terápia hatékonyságához. A rezisztencia vizsgálatot általában az 
öt els vonalbeli antibiotikummal szemben végzik. Újabban bevezetésre kerültek az 
automatizálható ún. BACTEC 460 TB (radiometriás), BACTEC 960 TB (kolorimetriás) (BD 
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md. USA) rendszerek és a Mycobacteria Growth 
Indicator Tube (MGIT; BBL BD Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA), melyek 
segítségével a vizsgálatok kb. 4-6 nap alatt elvégezhet ek. 
 
2.3. A tuberkulózis immundiagnózisa 
A M. tuberculosis fert zés kimutatására immunreakción alapuló módszerek is 
alkalmazhatóak. Humorális (B-sejtes) immunválaszon alapuló módszerekr l számos 
publikáció jelent meg az elmúlt évtizedekben. A vizsgálat során M. tuberculosis-ból származó 
immundomináns fehérjékre specifikus antitestek kimutatásával bizonyítható a baktériummal 
való fert zés [52]. A leggyakrabban használt immundomináns fehérje a 38kDa (Ag5, Rv0934) 
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7. ábra. PPD b rpróba, 1: induráció.
(forrás: www.heathopedia.com)
protein [53-55]. A B-sejt válaszon alapuló szerológiai tesztek érzékenysége azonban nem 
kielégít , ezért diagnosztikumként való alkalmazásuk limitált. 
A legrégebben használt vizsgálat a tuberkulin b rpróba (tuberculin skin test, TST). A 
teszt során az alkar alsó részén a b r alá fecskendeznek M. tuberculosis sz rletéb l származó 
tisztított fehérjekeveréket (purified protein derivative, 
PPD). 48-72 óra elteltével leolvasható az induráció 
(gyulladás) átmér je (7. ábra). Az eredmény megadása 
mm-ben történik [56]. A befecskendezés módja szerint 
különböztetjük meg a Mantoux és Heaf teszteket. A 
bakteriológiai vizsgálatokkal ellentétben a PPD b rpróba a 
látens fert zöttek és BCG oltott személyek esetében is pozitív választ ad. Emiatt a 
szenzitizáltság mérésére is alkalmazzák pl. általános iskolás gyerekeknél, ahol a teszt 
segítségével eldönthet , hogy szükség van-e ismétl  oltásra. A PPD b rpróba esetében fontos 
hangsúlyozni, hogy a teszt nem alkalmas arra, hogy különbséget mutasson ki a kórokozóval 
való fert zöttség és a BCG oltás következtében kialakuló pozitív válasz között. HIV 
fert zöttek esetében a PPD b rpróba gyakran hamis negatív választ ad (M. tuberculosis 
fert zés ellenére sem tapasztalható induráció az immunrendszer hiányos m ködése miatt). 
Mivel a PPD tartalmaz olyan fehérjéket is, melyeket atípusos illetve környezeti 
mycobacteriumok is termelnek, a b rpróba alapján nem dönthet  el, hogy pontosan melyik 
mycobacteriummal fert zött a vizsgált szervezet.  
A M. tuberculosis fert zés jelent s celluláris immunválaszt indukál, mely során CD4+ és 
CD8+ T-sejtek aktiválódnak. Számos specifikus antigén stimulálja a T-sejteket. A stimulus 
mértéke különböz  módszerekkel mérhet , melyek segítségével egyszer , érzékeny és 
specifikus diagnózis valósítható meg. A T-sejt válasz mérésén alapuló in vitro tesztek teljes 
vért vagy perifériás vérb l izolált monomorfonukleáris sejteket (peripheral blood 
monomorphonuclear cells, PBMC) használnak. A sejtek in vitro stimulálását végezhetjük PPD 
fehérjekeverékkel vagy specifikus M. tuberculosis-ból származó immundomináns fehérjékkel, 
peptidekkel. Az antigének által kiváltott immunválasz jellemzésére a termelt citokinek 
mennyiségének meghatározása alkalmazható. A citokinek az immunrendszer 
„kommunikációs” molekulái, melyek nagy affinitással köt dnek saját receptoraikhoz [20]. A 
citokinek közül leggyakrabban az IFN-  (interferon-gamma) mennyiségének mérését 
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végezzük a tesztek során. Emellett TNF- (tumor nekrózis faktor-alfa), IL-2 (interleukin-2), 
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 citokinek mérésének lehet diagnosztikus jelent sége. A kísérletek 
során vagy a kibocsátott citokinek mennyiségét mérjük vagy a citokint termel  sejtek arányát 
áramlási citométerrel (fluorescent-activated cell sorter, FACS). Az áramlási citometriás 
vizsgálatok során a sejten belül fluoreszcens festékkel konjugált specifikus antitesttel jelöljük 
az adott citokint és a kiértékelés során meghatározzuk a citokint termel  sejtpopulációk 
százalékos arányát. Sejtfelszíni markerek jelölésével a citokint termel  sejtek típusa is 
meghatározható (pl. CD4+, CD8+ T-sejtek). Áramlási citometriás mérések segítségével T-sejt 
proliferáció vizsgálata is lehetséges [57, 58].  
 
2.3.1. IFN-  mérésén alapuló tesztek 
A vizsgálandó páciens alvadásgátolt perifériás véréb l végezhet k el a termelt IFN-  
mennyiségének mérésén alapuló tesztek (interferon-gamma release assay, IGRA). Az IFN-  
mennyisége meghatározható ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) módszerrel. 
Ebben a tesztben a stimulált sejtek felülúszóját használjuk a kísérlethez és IFN-  standard 
alkalmazásával kapunk kvantitatív adatokat. Az ELISpot (enzyme-linked immunospot) 
módszerben a „pöttyformáló kolóniák” (spot forming colony, SFC) számát határoztuk meg. A 
lemezen a színes pöttyök megjelenése IFN-  termel  T-sejtek jelenlétét mutatja. Ma a 
kereskedelmi forgalomban két IFN-  meghatározásán alapuló teszt kapható. 
A QuantiFERON®-TB Gold és egyszer sített változata a QuantiFERON®-TB Gold In-
Tube (Cellestis Ltd. Victoria, Ausztrália) tesztek in vitro diagnosztikumként való alkalmazását 
2005 óta engedélyezi az FDA (Food and Drug Administration, USA). A teszt látens fert zés 
és aktív tuberkulózis esetében is használható. Specifikus antigénként ESAT6 (early secretory 
antigenic target 6) és CFP10 (culture filtrate protein 10) fehérjéket tartalmaz. A 
QuantiFERON-TB Gold In-Tube ezeken felül a Tb7.7(p4) kódú peptidet is tartalmazza, mely 
az Rv2654 (Tb7.7) immundomináns fehérje 38-55 szekvenciájának felel meg. A vizsgálat 
ELISA módszeren alapul. A termelt IFN-  mennyiségének meghatározása 16-24 óra 
stimulálás után a felülúszóból történik specifikus anti-humán IFN- antitest segítségével. A 




24 lyukú szövettenyészt  
lemezre
50 l antitest 
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8. ábra. QuantiFERON®-TB Gold teszt menete (Cellestis - Assay Quick Reference Guide ábra alapján). 
 
A másik kereskedelmi forgalomban kapható teszt a T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec 
Ltd. Oxford, Anglia). Ez a teszt nem teljes vért alkalmaz, a vizsgálat els  lépése a PBMC 
sejtek izolálása (9. ábra). A sejteket ezután megfelel  számban felvisszük az ELISpot 
lemezre. A lemez cellulóz bázisú alja specifikus anti-humán IFN-  antitesttel van 
érzékenyítve. A PBMC sejtek stimulálása ESAT6 és CFP10 fehérjékkel történik. A stimulálás 
után a detektáló antitest és a szubsztrát hozzáadásával meghatározhatjuk a pöttyök számát 
(SFC). Az SFC az aktivált, IFN-  termel  T-sejtek számával arányos. A teszt in vitro 
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9. ábra. T-SPOT.TB teszt menete (Oxford Immunotec – How to use T-SPOT.TB ábrája alapján). 
 
 A QuantiFERON-TB Gold, QuantiFERON-TB Gold In-Tube és T-SPOT.TB tesztek 

















% pozitív eredmény (QuantiFERON-TB Gold)
10. ábra. QuantiFERON-TB Gold teszt érzékenységének változása 
antituberkulotikus kezelés hatására [64]. 
adatokat megállapítható, hogy az IGRA tesztek specificitása látens fert zöttek esetében 93% 
fölött van. BCG oltott donorok körében a PPD b rpróba eredménye igen heterogén, a tesztek 
46-73%-ban adnak hamis pozitív választ. Ezzel szemben az IGRA tesztek e donorcsoportban 
is 90% fölötti specificitással rendelkeznek [59]. A QuantiFERON-TB és T-SPOT.TB tesztek 
érzékenysége azonban donorcsoportonként igen változó (55-98%). HIV fert zöttek esetében a 
tesztek érzékenysége nagymértékben csökken [60-63]. A HIV fert zés magas kockázati 
tényez  a tuberkulózis kialakulásában, ezért e donorcsoportban kiemelked en fontos a 
tuberkulotikus fert zés érzékeny kimutatása.  
Aktív tuberkulózisban szenved  betegek a terápia során kapott antibiotikumok hatására 
kevésbé érzékenyen reagálnak az IGRA tesztekre. A 10. ábrán bemutatott eredményeket 
Kobashi és munkatársai közölték 2008-ban 
[64]. A kísérlet során vizsgálták, hogy a 
QuantiFERON-TB Gold teszt érzékenysége 
hogyan változik az antituberkulotikus 
kezelés hatására. A kezelés 6 hónapig 
tartott els vonalbeli hatóanyagok 
alkalmazásával. Az antituberkulotikus 
kezelés megkezdése el tt a teszt 
érzékenysége 82% volt. A kezelés hatására azonban a teszt érzékenysége csökkent, a 
páciensek 36-50%-a adott pozitív választ. 
 
2.3.2. Potenciális antigének a tuberkulózis immundiagnózisában 
Az IFN-  mérésén alapuló tesztek érzékenysége és specificitása függ a stimuláláshoz 
használt antigénekt l. Antigénként immundomináns fehérjék, T-sejt epitóp peptidek és azok 
konjugátumai alkalmazhatóak.  
A 38kDa fehérje (Ag5, Ag78, protein antigen B, PstS1, Rv0934) az egyik legfontosabb 
és legtöbbet vizsgált antigén. A 38kDa fehérje egy foszfát-köt  lipoprotein, melyet a M. 
tuberculosis szekretál [65]. Háromdimenziós szerkezete ismert [66]; PDB (protein data bank) 
kódja: 1pc3. Humorális és celluláris immunválaszt vált ki, T-sejt proliferatív hatása van és 
kés i típusú túlérzékenységi reakciót (delayed type hypersensitivity, DTH) indukál [67]. A 
374 aminosavat tartalmazó fehérjén belül több T-sejt epitóp régiót lokalizáltak [68-71]. Az 
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epitópszerkezet felderítését ún. PEPSCAN módszerrel végezték, mely során polietilén 
t hegyeken állították el  az átfed  peptidfragmenseket és t hegyekr l történ  hasítás nélkül 
ELISA rendszerben vizsgálták a peptidek antigenitását [72, 73]. A szintetikus átlapoló 
peptidek 20 aminosavat tartalmaztak. A következ kben a leghatékonyabb peptidek N- és C-
terminális fel li rövidített analógjait állították el  és a funkcionális vizsgálatok segítségével 
azonosították azt a legkisebb peptidet, mely még fehérjespecifikus immunválaszt indukál. Az 
így kapott 38G (350-359) szintetikus peptid a PPD pozitív egészséges donorok 90%-ánál 
váltott ki T-sejt stimulációt [69]. Kutatócsoportunkban a 38G T-sejt epitópot különböz  típusú 
hordozó molekulához konjugálták, így az epitóp peptid T-sejtes immunválaszt kiváltó hatása 
nagymértékben növelhet  volt (11. ábra). 
 
11. ábra. 38G epitóp peptidkonjugátumainak T-sejtes immunválaszt indukákó hatása PPD pozitív 
egészséges donorok véréb l preparált PBMC sejteken (ELISA) [74]. 
 
A konjugálás során 350DQVHFQPLPPAVV362-C peptidet kovalensen kapcsolták (i) 
természetes eredet  hordozóhoz (KLH); (ii) szintetikus polipeptidhez (SAK); (iii) 
szekvenciális oligopeptidekhez (SOC, OT20) és (iv) lizin dendrimerhez (MAP). A 
konjugátumok antigenitását PPD pozitív, egészséges donorok véréb l izolált PBMC sejteken 
vizsgálták. A termelt IFN-  mennyiségét ELISA teszt alkalmazásával határozták meg. Minden 
konjugátum esetében nagyobb IFN-  termelést mértek, mint a 38G peptid esetében, tehát a 
konjugátumok nagyobb mértékben stimulálták a PBMC sejteket [74]. 
A 16kDa fehérje (korábban 14kDa protein, Hsp16.3, acr1, Rv2031c) az -krisztallinok 
családjába tartozó h sokk fehérje [75, 76]. Háromdimenziós szerkezete ismert [77], (PDB 
kódja: 2byu). Dajkafehérjeként (chaperon) fontos szerepet játszik a baktérium túlélésében, a 
látens fert zés kialakulásában és a kórokozó intracelluláris szaporodásában [78-80]. Dormans 
állapotban, alacsony oxigenizáció mellett a 16kDa fehérje a legnagyobb mennyiségben 
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12. ábra. 91-110 peptid epitópszerkezete.   : TCR köt régió;  : HLA köt régió; 
E: TCR köt aminosav; F: HLA köt aminosav. 

































































13. ábra. 91-104 minimális epitóp szerkezetének további vizsgálata 
(B sze Szilvia ábrája alapján [92]).
expresszált protein [81]. A 
fehérjét kódoló gén része a DosR 
(dormancy regolon) régiónak 
[82]. A fehérje immunogenitását 
bizonyítja, hogy specifikus 
antitestek jelenléte mutatható ki 
tüd  tbc, gyermekkori tbc és M. 
tuberculosis okozta meningitis 
esetében [83-85]. A 16kDa 
fehérje in vivo T-sejt proliferációt 
és kés i típusú túlérzékenységet 
indukál egerekben és 
tengerimalacokban [86]. A 
fehérje 144 aminosavat tartalmaz. 
A szekvencián belül lokalizáltak B-sejt [87] és T-sejt epitópokat [88]. Húsz aminosavat 
tartalmazó átlapoló peptidek segítségével megállapították, hogy a 91-110 epitóp peptid PPD 
pozitív, egészséges donorok 67%-nál, aktív tbc-s betegek 50%-nál indukál specifikus T-sejt 
választ [89]. Kutatócsoportunk Francesco Dieli (Department of Biopathology and Biomedical 
Methodologies, University of Palermo, Olaszország) csoportjával együttm ködésben vizsgálta 
a 91-110 epitóp finomszerkezetét. Öt különböz  HLA-DR allél esetében vizsgálták a HLA 
molekulához és a T-sejt receptorhoz (TCR) való köt dést [90, 91]. Az N- és C-terminális fel l 
szisztematikusan rövidítették a 91SEFAYGSFVRTVSLPVGADE110 peptidet, így 
meghatározták a legkisebb HLA és TCR köt  régiót a szekvencián belül. Ala-scan (a 
szekvenciában lév  aminosavak 
alanin cseréje) segítségével 
azonosították a kötésben 
résztvev  aminosavakat mind a 
HLA, mind pedig a TCR 
esetében (12. ábra). A kísérletek 
alapján megállapítható, hogy 
HLA-DR allél függ  a minimális 
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a b
14. ábra. ESAT6 és CFP10 1:1 heterodimer NMR szerkezete (PDB kód: 1wa8) [94] (a). 
A fehérjék antigenitása tbc-s betegek ( ) és BCG oltott, egészséges donorok  ( ) véréb l izolált 
PBMC sejteken  (Inger Brock ábrája alapján [99]) (b).
epitóp hossza (91/92-103/104). Vizsgálták a glutaminsav oldalláncának szerepét a 92. 
pozícióban: aszparaginra vagy alaninra cserélve a peptid elveszti in vitro aktivitását. A 92-104 
peptid N- és C-terminálisát alanin lebeg  régiókkal hosszabbítva az összes HLA-DR allél 
esetében visszakapjuk a biológiai hatást [92, 93] (13. ábra). 
A QuantiFERON-TB és T-SPOT.TB tesztekben alkalmazott ESAT6 és CFP10 fehérjék a 
M. tuberculosis virulenciájában fontos szerepet játszanak. Natív formában 1:1 heterodimert 
alkotnak [94] (14/a. ábra). Megtalálhatóak a M. tuberculosis complex, M. bovis és M. 
africanum törzsekben és három további környezeti mycobacteriumban (M. marinum, M. 
szulgai és M. kansasii). 
Az ESAT6 és CFP10 
fehérjéket kódoló gének 
hiányoznak a BCG 
vakcinatörzs genomjából 
[95]. A BCG törzsb l 
hiányzó fehérjéket 
kódoló kb. 100 gén 12 
régióban helyezkedik el 
(region of difference, RD) [96, 97]. Az ESAT6 és CFP10 fehérjék az RD1 régióban 
találhatóak. Diagnosztikumként való alkalmazásukkal ezért kiküszöbölhet  a BCG oltás miatti 
hamis pozitív válasz [98, 99] (14/b. ábra). 
Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje hiányzik a BCG vakcinatörzsb l, kódoló génje az RD11 
régióban helyezkedik el. Az ESAT6 és CFP10 fehérjékkel ellentétben az Rv2654 hiányzik a 
M. bovis és nagy valószín séggel a környezeti mycobacteriumok genomjából [100]. A fehérje 
81 aminosavat tartalmaz (UniProt kód: P71951), 3D szerkezete még nem ismert. M. 
tuberculosis complexre specifikus, szenzitív antigén, mely jelent s immunválaszt vált ki. In 
vivo kés i típusú túlérzékenységet indukál tengerimalacokban. Pulmonáris és extra-
pulmonáris tbc-s betegek esetében jelent s T-sejt stimulációt mértek [100]. Az Rv2546 fehérje 
BCG oltott donorok esetében nem vált ki immunválaszt. Aktív tbc-s betegeknél magas IFN-  
szint detektálható (15. ábra). Vizsgálták az Rv2654 fehérje szekvenciája alapján szintetizált 
átlapoló peptidek T-sejtes immunválaszt indukáló hatását [100]. A peptidek 18 aminosavat 
tartalmaztak, az átfed  régióban 5-6 aminosav volt. Ebben a kísérletben a leghatékonyabb a p4 
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16. ábra. Rv1733c és CFP10 fehérjék 
antigenitása aktív TBC-s (TB) és PPD pozitív, 
egészséges (TST) donorok PBMC sejtjein 
(Eliane M.S. Leyten ábrája alapján [102]). 
1. grafikon 2. grafikon
(38-55) peptid volt, 9-b l 7 beteg esetében mértek magas IFN-  választ (15. ábra). Az 
eredmények alapján javasolták, hogy az ESAT6 és CFP10 fehérjék mellett a (Tb7.7)p4 
peptidet is alkalmazzák a QuantiFERON-TB Gold In-Tube tesztben. 
15. ábra Rv2654 fehérje antigenitása tbc-s betegek ( ) és BCG oltott, egészséges donorok ( )  véréb l izolált 
PBMC sejteken (Inger Brock ábrája alapján [99]).  Átlapoló peptidek (p1-p6) peptidek ( ) antigenitása BCG 
oltott, egészséges donorok (1. grafikon) és tbc-s betegek (2. grafikon) PBMC sejtjein (Claus AAgaard ábrája 
alapján [100]). 
 
Az Rv1733c megtalálható a M. tuberculosis és M. bovis genomjában, de hiányzik a 
környezeti mycobacteriumokból. Az Rv1733c egy transzmembrán fehérje, mely 210 
aminosavat tartalmaz (UniProt kód: P71991), 3D 
szerkezete nem ismert. A fehérjét kódoló gén a DosR 
régióban található [101]. Látens fert zés esetében az 
Rv1733c fehérje immunogenitása jelent s, ezért ún. 
látens antigénnek tekinthet . PPD pozitív, egészséges 
donorok 61%-ánál mértek fehérje specifikus 
immunválaszt PBMC sejteken. A CFP10 fehérjével 
összehasonlítva az Rv1733c fehérje látens fert zöttek 
esetében nagyobb T-sejt választ indukál (16. ábra) [102]. 
 
2.3.3. Az antigénbemutatás és az antigénfeldolgozás folyamata 
Egy fehérjén belül az antigénspecifikus immunválasz kiváltásáért az epitóp 
(antigéndetermináns) régiók felel sek. A B-sejt epitópok lehetnek összefügg  peptidszakaszok 
(szekvenciális epitóp) vagy térben stabilizált struktúrák (folytonos vagy nem-folytonos 
konformációs epitóp). A T-sejtek esetében csak folytonos, egymást követ  aminosavakból álló 
































17. ábra. Endogén és exogén epitópok bemutatása a T-sejteknek
immunválaszban antigénprezentáló sejtek 
(APC) és T-sejtek vesznek részt. Az 
immundomináns fehérjék intracelluláris 
feldolgozása során keletkez  peptidek a f  
hisztokompatibilitási komplexhez (major 
histocompatibility complex, MHC; 
emberben humán leukocita antigén, HLA) 
kötötten jelennek meg. Az MHC-peptid 
komplex köt dik a T-sejt receptorhoz (T-cell receptor, TCR), mely feltétele a T-sejt 
aktivációjának. Endogén antigének MHC I (emberben HLA-A, -B, -C) fehérjéhez köt dnek. 
MHC I osztályú molekulák minden magvas sejt felszínén megtalálhatók. Az endogén epitópok 
az MHC I molekulával együtt f ként a CD8+ citotoxikus T-sejteket aktiválják. Az exogén 
antigének (vírusok, baktériumok, stb. fehérjéinek peptidfragmensei) az MHC II (emberben 
HLA-DR, -DP, -DQ) molekulához köt dnek. MHC II csak bizonyos immunsejtek 
(makrofágok, dendritikus sejtek, B-sejtek, stb.) felszínén mutathatók ki. Az antigénprezentáló 
sejt felszínén bemutatott peptid-MHC II komplexek els sorban a CD4+ segít  (helper) T-
sejteket aktiválják [20]. A M. tuberculosis fert zés esetében CD4+ és CD8+ T-sejt válasz is 
lehetséges. Fontos megemlíteni, hogy gyakorlatilag mindegyik MHC molekula szolubilis 
(nem sejthez kötött) formában is el fordulhat és 
ezek immunmoduláló hatással rendelkeznek. 
Szintetikus peptidek szolubilis MHC molekulákhoz 
is köt dhetnek. Az antigénprezentáció alternatív 
módon történhet sejtfelszíni MHC molekulán való 
peptid kicserél déssel [103-107].  
Az MHC I és MHC II molekulák szerkezete eltér 
egymástól. Az MHC I  molekula polimorf -láncból 
és egy konstans fehérjéb l ( 2-mikroglobulin) áll. 
Az MHC II molekula két polimorf ( , ) láncból áll. 
Mindkét molekula esetében a peptidköt  árkot egy 
nyolc hajlatból álló -réteg és két antiparalel -hélix 
alkotja Az MHC I molekula esetében a peptidköt  
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árok viszonylag zárt, 25×10×11  méret , melybe 8-10 aminosav hosszúságú peptid 
illeszkedhet. Az MHC II molekula peptidköt  árka nyitottabb szerkezet , 13-20 aminosav 
hosszúságú peptidet tud kötni (18. ábra) [108]. Ez az oka annak, hogy a CD4+ T-sejt epitópok 
hosszabbak, mint a CD8+ T-sejt epitópok. A peptidköt  árok az MHC molekulák legnagyobb 
polimorfizmust mutató része. Ezek az egyes allotípusokat meghatározó aminosavszakaszok 
felelnek azért, hogy az MHC molekulák milyen er sséggel kötnek meg egy adott peptidet. 
Részben ez a kötéser sség határozza meg az egyes antigénekre adott immunreakció mértékét. 
 
2.3.4. Szintetikus peptidek T-sejt választ indukáló aktivitása  
A rekombináns technikával el állított fehérjékkel szemben a szintetikus peptidek 
diagnosztikai felhasználásának számos el nye lehet. A fehérjék génexpressziós el állítása 
ugyan viszonylag egyszer  és gazdaságos, de sok esetben komoly nehézségekbe ütközik. 
Génexpresszióval D-aminosavak, nem-természetes aminosavak, elágazások, ciklusok, 
fluoreszcens jelz anyagok, stb. nem építhet k be a molekulába. A szintetikus peptidek és 
peptidszármazékok stabil, kémiailag jól jellemezhet  és reprodukálható molekulák.  Számos 
fehérjével szemben a peptidek oldhatósága és eltarthatósága jobb. 
Az antigéndetermináns régiók felderítése történhet a fehérje teljes hosszát lefed , 
átlapoló peptidek segítségével (pl. PEPSCAN módszer). A peptidek hossza és az átfed  
aminosavak száma függ attól, hogy CD4+ vagy CD8+ T-sejt epitópokat keresünk. 
El fordulhat, hogy a talált régió kevert epitóp: CD4+ és CD8+ T-sejteket is aktivál [109]. A 
szintetikus peptidek funkcionális aktivitását többféle megközelítéssel vizsgálhatjuk: (i) izolált 
HLA fehérje - peptid  köt dési tesztek; (ii) citokintermelés mérése (pl. ELISA, ELISpot), in 
vitro T-sejt proliferációs tesztek; (iii) in vivo kísérletek (pl. DTH mérés). Az epitóp régiók 
számítógépes predikciós módszerekkel is jósolhatók (pl. ProPred analízis [110]). Az in silico 
módszerek el nye, hogy gyorsabbak és olcsóbbak, mint a peptidszintézis, de a kapott 
eredményeket kritikával kell értékeljük. 
A minimális epitópot reprezentáló szintetikus peptidek általában nem képesek optimális 
immunválaszt indukálni. Kisméret , lineáris peptidek T-sejt választ indukáló aktivitásának 
fokozására számos eljárást dolgoztak ki. Az antigénfelismerés növelhet  lebeg  régiókkal 
(flanking region, a minimális epitóp N- és C-terminálisát követ  aminosavak). A lebeg  régió 
lehet natív (a szekvencia szerinti aminosavakból álló) vagy nem a szekvencia szerinti vagy 
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nem-fehérjealkotó aminosavakból álló. Lebeg  régiókkal fokozott immunválaszt mértek 
többek között 38kDa T-sejt epitóp peptideknél [111], mucin peptideknél [112] és -amiloid 
plakk-specifikus epitópok esetében [113]. 
 
2.3.5. Polimer és oligomer hordozók 
Hordozó molekulákhoz való konjugálással az epitóp peptidek halmozott bevitele 
valósítható meg. A konjugálás hatására n het az APC sejtfelvétel mértéke és a T-sejt aktiváció 
[114]. A hordozó molekula lehet természetes eredet  vagy szintetikus. Természetes eredet  
hordozóként leggyakrabban alkalmazott makromolekulák a marha szérum albumin (BSA), a 
keyhole limpet hemocyanin (KLH), az ovalbumin (OVA) és a tetanus toxoid (TT). A 
természetes eredet  hordozók alkalmazásakor azonban el fordulhat hordozó-specifikus 
immunválasz. A szintetikus hordozók lehetnek polimerek vagy diszkrét molekulatömeggel 
rendelkez  vegyületek.  
Kutatócsoportunkban régóta alkalmazunk polilizin gerinc , elágazó láncú szintetikus 
polipeptideket hordozóként [115-118]. A poli[Lys(Xi-DL-Alam)] (ahol m 3,5 és i 1) (XAK) 
vegyületcsaládban a polilizin gerinchez racém alaninokból álló oldallánc kapcsolódik és az 
oldallánc végén egy optikailag aktív aminosav van. Az XAK polipeptidekkel végzett 
kísérletek azt bizonyították, hogy az oldallánc végén (az X pozícióban) lév  aminosav 
jelent sen befolyásolja a molekula fiziko-kémiai illetve in vitro és in vivo tulajdonságait. Az 
EAK (X=Glu) polipeptid amfoter molekula, melynek vérb l való kiürülése meglehet sen 
lassú. A SAK (X=Ser) polikationos makromolekula, melynek polihidroxil jellege miatt 
vízoldékonysága igen nagy és szintén hosszabb ideig megtalálható a véráramban, mint más 
polikationos polimerek. A SAK és EAK molekulákra egyaránt jellemz , hogy citotoxikus 
hatásuk nincs vagy nagyon elenyész  [119-121].  
Diszkrét molekulatömeggel rendelkez  hordozók el nye, hogy kémiailag jól 
jellemezhet ek és reprodukálhatóak. Ide sorolhatóak a lizin dendrimerek (pl. multiple 
antigenic peptide, MAP [122-124]) és a szekvenciális oligopeptidek (pl. sequential 
oligopeptide carrier, SOC [125, 126]). A jól jellemezhet  diszkrét hordozók csoportjába 
tartoznak az ismétl d  tuftsin szekvenciát tartalmazó molekulák. A tuftsin (TKPR, humán; 
TKPK, kutya) az immunoglobulin G (IgG) Fc nehéz láncának fragmense (289-292). A 
fagocitózist stimuláló tetrapeptidet Victor A. Najjar és munkatársai izolálták [127-132]. 
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Kutatócsoportunkban a kutyában el forduló tuftsin szekvenciája alapján tervezett [TKPKG]n 
(n = 2, 4, 6, 8) típusú molekulák hordozóként való alkalmazását Mez  Gábor vezette be [133, 
134]. A természetes tuftsinhoz hasonlóan immunstimuláló és kemotaktikus aktivitásuk van. 
Humán sejteken vizsgálva nem mutattak citotoxikus hatást. A szekvenciában található lizin 
oldalláncokra lépésenkénti szintézissel vagy kémiai ligációval vihet k fel az epitóp peptidek. 
Az OT20 ([TKPKG]4) hordozóhoz való konjugálás számos esetben növelte az epitóp peptidek 
antigenitását (pl. Herpex simplex vírus epitópoknál [135], -amiloid epitópoknál [136, 137], 
38kDa T-sejt epitópoknál [74]).  
A hordozó megválasztásán túl, az epitóp peptid orientációja és kapcsolásának módja is 
befolyásolhatja a kiváltott immunválasz mértékét. Amidkötés kialakítását általában a 
lépésenkénti szintézis során alkalmazzák. Diszulfidhídon keresztül való kapcsoláshoz nem-
védett peptidszármazékok is használhatók, de a konjugátumok stabilitása nem minden esetben 
megfelel . Tioéterkötés kialakításával kemoszelektív ligációra van lehet ség. Így kémiailag 
stabilabb konjugátum állítható el  és a kapcsoláshoz nem kell védett peptideket alkalmazni. A 
tioéterkötést tartalmazó konjugátumok szintézise során az epitóp peptidet ciszteinnel 
hosszabbítjuk és ezt oldatban reagáltatjuk a hordozón kialakított klóracetilezett 
aminocsoporttal [138].     
 
2.4. A tuberkulózis kemoterápiája 
A tuberkulózis kezelésére els ként sztreptomicint (STM) alkalmaztak, amit 1952-ben az 
izoniazid (INH) bevezetése követett [139]. Az 1960-as évekre a tbc-s betegek 90%-át 
gyógyították meg izoniazid – sztreptomicin - p-aminoszalicilsav (PAS) kombinációjával. A 
kezelési id  azonban igen hosszú volt (24 hónap) és súlyos mellékhatások jelentkeztek a 
terápia során. Az etambutolt (EMB) a nehezen tolerálható PAS helyett kezdték el alkalmazni. 
1971-ben bevezették a rifampicint (RIF) [140], melynek segítségével a kezelés id tartama a 
felére csökkent. Az intracelluláris baktérium ellen is hatékony pirazinamid (PZA) 
használatával a 80-as évekre a kezelést 6 hónapban határozták meg [141]. Napjainkban az 
antituberkulotikus terápia el írása a következ : INH, RIF és PZA 2 hónapon keresztül, majd 
INH és RIF a következ  4 hónapban [6]. 
A HIV fert zés és a rezisztens baktériumtörzsek elterjedése miatt napjainkra a 
tuberkulózis komoly népegészségügyi probléma. Az Egészségügyi Világszervezet a tbc 
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megfékezésére 2006-ban meghirdette a „Stop TB Strategy”-t [142], melyben világméret  
összefogás keretében keresik a választ az új kihívásokra. HIV fert zötteknél környezeti illetve 
atípusos mycobacteriumok is okozhatnak tüneteket és látens M. tuberculosis fert zés is 
gyakrabban betegíti meg a szervezetet. Ezekben az esetekben az antiretrovirális kezelés 
mellett preventív antituberkulotikus kezelést alkalmaznak. 
A rezisztens baktériumok egy vagy több antibiotikummal szemben ellenállóak. Definíció 
szerint akkor beszélünk multirezisztens tuberkulózisról (MDR-TB, multi-drug resistant TB), 
ha a kórokozó rezisztens legalább a két leggyakrabban alkalmazott RIF és INH 
hatóanyagokra. Az XDR-TB (extensively drug resistant tuberculosis) esetében a baktérium 
rezisztens legalább izoniazidra, rifampicinre, a fluorokinolon-típusú hatóanyagokra és a 
másodvonalbeli antituberkulotikumok közül kanamicin, kapreomicin vagy amikacin 
valamelyikére [143, 144]. A rezisztencia általában a hatóanyag aktiválásáért felel s génekben 
kialakuló véletlen pontmutációk miatt alakul ki. Ismerünk olyan rezisztenciát okozó 
mechanizmust is, ahol a hatóanyag inaktív származékának el állítását katalizálja egy 
bakteriális enzim. Rezisztencia az összes els vonalbeli szernél (INH, RIF, PZA, EMB, STM) 
felismerésre került. A rezisztencia leggyakrabban a beteg együttm ködésének hiánya, a 
kontroll hiánya, a nem megfelel  gyógyszer kombináció és dózis miatt alakul ki. 
A rezisztens törzsek terjedése miatt egyre nagyobb szükség van új típusú 
antibiotikumokra. Új hatóanyagok keresése történhet ún. in silico módszerek segítségével. A 
baktérium anyagcseréjében létfontosságú enzimekhez való köt dést dokkolóalgoritmusok 
alkalmazásával lehet jósolni. A dokkoláshoz több millió vegyületet tartalmazó adatbázisok (pl. 
Zinc adatbázis [145]) használhatóak. Az így talált molekulák in vitro antibakteriális hatását 
különböz  tesztekben vizsgálhatjuk. A legjobb találatok (hits) ezután optimalizási lépések 
sorozatával gyógyszer-jelölt molekulává alakíthatók.  
Az antibiotikumok hatásának kvantitatív jellemzésére a minimális gátló koncentráció 
(minimal inhibitory concentration, MIC) és a minimális baktericid koncentráció (MBC) 
meghatározása szolgál. A MIC az a legkisebb hatóanyag mennyiség, amely 1ml térfogatban 
gátolja a baktériumtörzs szaporodását. Mértékegysége g/ml, mg/l. A MIC érték 
meghatározását folyékony táptalajban ún. hígításos leves módszerrel végezzük, ahol az adott 
antibiotikumra nézve csökken  koncentrációjú csöveket befert zzük a baktérium megfelel  

































19. ábra. Az INH aktivációjának és 
inaktivációjának mechanizmusa
vizsgált törzs nem n  [146]. A leolvasást követ en a baktériumnövekedést nem mutató 
csövekb l szilárd táptalajra való kioltással meghatározható a telepszám (colony forming unit, 
CFU). 
Doktori munkám során INH, PZA és PAS hatóanyagok és konjugátumaik vizsgálatával 
foglalkoztam: 
Az izoniazid els vonalbeli antituberkulotikum, mely a sejtfal szintézisét gátolja. Az INH 
önmagában inaktív molekula, a baktérium KatG kataláz/peroxidáz hatású enzime aktiválja 
[147-149]. Önmagában alkalmazva az 
izoniaziddal szemben rövid id n belül 
rezisztencia alakul ki [150]. A rezisztenciáért az 
N-aciltranszferáz (NAT) enzim felel, mely 
acetilezi az INH molekulát. Az INH acetil 
származékát nem képes aktiválni a KatG enzim 
[151]. Az INH passzív diffúzióval jut át a 
sejtfalon [152]. Az INH a M. tuberculosisra 
baktericid hatású. Az INH minimális inhibíciós koncentrációja M. tuberculosis H37Rv 
baktériumtörzsön 0,02–0,2 g/ml között van [153]. Magyarországon Isonicid néven, 100mg 
tabletta formában kerül forgalomba (gyártó: PannonPharma Kft.). Szokásos adagja 
feln tteknek átlag 300mg naponta. Az izoniazidnak számos mellékhatása ismert (pl. 
hepatotoxicitás, idegrendszeri és vérképz rendszeri zavarok), ezért szedése közben a 
májfunkciót, vesem ködést és vérképet rendszeresen ellen rizni kell. Az Isonicid gyorsan 
felszívódik, a maximális szérumszint 1-2 órán belül kialakul, felezési ideje 2-3 óra. A májban 
metabolizálódik, metabolitjainak 90%-a 24 órán belül a vizelettel ürül.  
A pirazinamid els vonalbeli antituberkulotikum, mely az intracelluláris baktériumok 
ellen is hatékony [154]. A pirazinamid önmagában inaktív molekula, bakteriális 
pirazinamidáz/nikotinamidáz enzim aktiválja [155]. Az enzimet kódoló pnc A gén mutációja a 
baktériumban PZA rezisztenciát okoz [156-159]. Az aktív származék, a pirazinkarbonsav 
(PZC vagy POA), pH-függ  baktericid hatást mutat. 
A PZA passzív diffúzióval jut be a sejtbe; a 
citoplazmában a pirazinamidáz enzim hidrolizálja. 









21. ábra. A PAS és szerkezeti analógja
nem baktericid hatású. A feltételezett mechanizmus szerint az ionos PZC efflux segítségével 
kilép a sejtb l. Ha a sejten kívül savas (pH~5,5) környezet van (pl. fert zött makrofág fago-
lizoszómája) a PZC részben protonálódik. A protonált PZC lipofilebb molekula és könnyen 
átjut a sejtfalon, ahol valószín leg számos ponton gátolja a baktérium m ködését (pl. savasítja 
a citoplazmát) [160, 161]. A PZA in vitro hatását csak speciális körülmények között lehet 
mérni, mert a vegyület csak savas pH-n aktív, ahol viszont a baktérium növekedése lassú [162, 
163]. Lehet ség van humán makrofág sejteken belül mérni a hatóanyag gátló hatását [164]. A 
pirazinamid Magyarországon Pyrazinamid 0,5g tabletta formájában kerül forgalomba (gyártó: 
Extractum-Pharma Zrt.). Átlagos napi adagja feln tteknek 1,5-2g. Önálló szerként való 
alkalmazása nem javasolt, mert rövid id  alatt rezisztencia alakul ki vele szemben. F ként 
májkárosító hatása ismert. A PZA gyorsan felszívódik, felezési ideje 9-10 óra.  
A p-aminoszalicilsav bakteriosztatikus hatását 1946-ban fedezték fel azon megfigyelést 
követ en, hogy a szalicilsav stimulálta a baktérium oxigénfelvételét [165]. Gastrointestinális 
mellékhatása miatt ma már csak másodvonalbeli 
antituberkulotikumként alkalmazzák. A PAS hatásának 
mechanizmusa nem minden részletre kiterjed en tisztázott, de 
szerepe a folsav-bioszintézisben valószínüsített. Köt dik a 
mikobakteriális dihidrofolát reduktáz enzimhez és így gátolja a 
DNS szintézist és sejthalálhoz vezet. A PAS antituberkulotikus aktivitása antagonizálható a 
szerkezetileg rokon p-aminobenzoesavval. A PAS rezisztencia kialakulásának mechanizmusa 
is tisztázatlan. A timidilát szintáz enzim (thyA géntermék) mutációja PAS rezisztenciához 
vezet [166, 167]. Minimális gátló koncentrációja 0,5–2 g/ml között van. A hatóanyag új 
formulázásával az emészt rendszeri mellékhatások is valamelyest csökkenthet ek lettek 
[168]. A rezisztens és multirezisztens baktériumtörzsek megjelenése és elterjedése miatt 
újabban az els vonalbeli hatóanyagok alternatívájaként alkalmazzák [169, 170]. A PAS napi 
adagja nagyon magas: 10-12g. F ként a májban, metabolizálódik és a vizelettel ürül.  
 
2.5. A hatóanyagok irányított célbajuttatása 
A tuberkulózis kezelése során alkalmazott hatóanyagok többsége csak kismértékben hat 
az intracelluláris (dormans) baktériumok ellen. Az antituberkulotikumok fert zött 
makrofágokba történ  bejutása túlnyomóan diffúzió révén történik, meglehet sen korlátozott 
mértékben. A fert zött makrofágok hatóanyagfelvételének növelésével kisebb napi dózisra és 
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rövidebb terápiára lenne szükség, amely nagymértékben lecsökkentené a mellékhatásokat és a 
kezelés költségét. 
Makrofágok hatóanyagfelvétele növelhet , ha az antituberkulotikumot liposzómákba 
vagy mikrorészecskékbe „csomagoljuk”. Biokompatibilis polimerekb l álló mikrogömb 
(microsphere) technológia alkalmazásával a rifampicint nagyobb mértékben vették fel a 
MonoMac6 és J774 monocita sejtek [171]. Fert zött állatokon végzett in vivo kísérletek 
bizonyították, hogy liposzómába zárt sztreptomicin [172], amikacin [173], gentamicin [174] 
illetve rifampicin [175] hatásosabb volt. A tüd  tbc kezelésében jelent s szerepet kaphatnak az 
antituberkulotikumot tartalmazó inhalálható származékok. Az asztma kezelésében már régóta 
alkalmazott technológiát [176] antituberkulotikumok esetében is vizsgálják. Rolee Sharma és 
munkatársai rifampicin-izonikotinoil hidrazon származékát poli(DL-tejsav) alapú 
mikrorészecskékbe zárták. In vitro és in vivo állat kísérletekben bizonyították, hogy a szabad 
hatóanyagokhoz képest n tt a fagocitózis és az antituberkulotikus hatás mértéke [177]. A 
tüd specifikus ún. rejt zköd  liposzómák (stealth liposomes) módosított felülettel 
rendelkeznek (pl. polietilénglikol, PEG). In vivo vizsgálatok azt mutatták, hogy a rejt zköd  
liposzómákba zárt izoniazid+rifampicin hatóanyagok a tüd ben akkumulálódnak és lassú,  
kontrollált felszabadulás mellett fejtik ki antibakteriális hatásukat [178, 179]. A liposzómákkal 
illetve mikrorészecskékkel történ  célbajuttatás során az egyik legnagyobb probléma az, hogy 
az el állítás során nehezen szabályozható és reprodukálható a hatóanyagtartalom. 
A hatóanyagok szelektív sejtbejuttatása történhet receptor mediált endocitózis 
segítségével. A hatóanyag molekulát olyan célbajuttató egységhez kapcsoljuk, amely 
specifikusan a makrofágok sejtfelszínén található struktúrához köt dik. A köt dés után 
internalizáció és lizoszomális degradáció következik be. Kutatócsoportunkban a makrofágok 
mintázatfelismer  scavenger receptorán keresztül történ  fokozott sejtfelvételt mértek anionos 
polilizin gerinc  elágazó láncú molekulák esetében (poli[Lys(Succ-Glui-DL-Alam)], 
poli[Lys(Mal-Glui-DL-Alam)]) [180]. Szintén a makrofágokban él sköd  Leishmania 
donovani kórokozó hatékonyabb gátlását érték el  metotrexát poly[Lys(DL-Alam-Leui)] 
konjugátumával in vitro és in vivo kísérletekben [181]. Sadhana Majumdar és munkatársai p-
aminoszalicilsavat maleilált marha szérum albuminhoz (mal-BSA) kapcsoltak. A 
konjugátumot scavenger receptor mediált endocitózissal vették fel a makrofágok és a PAS-hoz 
képes jóval hatékonyabb volt M. tuberculosissal fert zött tengeri malacokon [182, 183].  
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Fehérjékkel és polimerekkel ellentétben oligopeptid típusú molekulák alkalmazásának 
számos el nye van az irányított terápiában. A kovalens kötést tartalmazó hatóanyag-peptid 
konjugátumok el állítása jól reprodukálható és a termék kémiailag pontosan jellemezhet . A 
konjugálás ezen kívül kedvez en befolyásolhatja a vegyület fiziko-kémiai tulajdonságát (pl. 
vízoldékonyság) és biológiai sajátságait (pl. biodisztribúció). A makrofágokon/monocitákon 
megtalálható tuftsin receptor is alkalmas hatóanyagok célzott sejtbejuttatására [133, 184-186]. 
HIV fert zött makrofágok esetében kb 30-szor nagyobb hatóanyagfelvételt mérték tuftsin-
konjugált antiretrovirális szer (efavirenz) esetében a szabad hatóanyaghoz képest [187]. 
Chhitar M. Gupta és munkatársai olyan rifampicin tartalmú liposzómát állítottak el , mely a 
felszínén tuftsin (TKPR) tetrapeptidet tartalmazott. Fert zött állatokon végzett in vivo 
tesztekben a rifampicin tartalmú liposzómákhoz képest hatékonyabb gátlást tapasztaltak. 
Antituberkulotikumok szelektív célbajuttatása alternatív módon történhet immundomináns 
fehérjék T-sejt epitóp peptidekkel, melyek a makrofágokon lév  MHC II molekulához 
köt dhetnek [103, 107].  
A hatóanyag - célbajuttató molekula közti kötés illetve a távtartó egység (spacer, linker) 
is befolyásolja a konjugátum biológiai tulajdonságait. A konjugátumból a hatóanyag 
felszabadulhat hidrolízis, enzimatikus degradáció vagy pH kontrollált reakcióval. Hidrolízissel 
észter-, uretán-, amidkötést tartalmazó molekulák szabadulhatnak fel igen eltér  reakcióid vel 
[188]. Enzimlabilis távtartó egységek beépítésével specifikus felszabadulás mehet végbe. 
Katepszin-B enzimre specifikus tetrapeptid (GFLG) alkalmazásával tumorellenes szerek 
konjugátumait állították el . A konjugátumból a hatóanyag a lizoszómában szabadult fel [186, 
189-191]. Specifikus hatóanyag felszabadulás érhet  el pH kontrollált reakciókkal is. A 
hatóanyag ilyenkor egy olyan kémiai kötésen keresztül kapcsolódik a célbajuttató egységhez, 
amely semleges pH-n viszonylag stabil, savas pH-n (~5,5) labilis. Olyan daunomicin 
konjugátumoknál, melyek cisz-akonitilcsoportot tartalmaztak pH-függ  felszabadulást mértek 
(pH=6  t1/2=96 óra; pH=4  t1/2=3 óra). Biodisztribúciós vizsgálatok bizonyították, hogy a 
konjugátum a véráramban hosszabb ideig van jelen és a sejten belül szabadul fel a hatóanyag 
[118, 192, 193]. Tam és munkatársai hidrazon-, tiazolidin és oximkötést tartalmazó peptid 
dendrimerek stabilitásának pH függését vizsgálták. A tiazolidinkötés  vegyület stabil volt 
pH=3-9 oldatban; az oximkötés  származék savas és semleges pH-n stabil volt; a hidrazon 
kötés  konjugátum savas (pH=3) és lúgos (pH=9) oldatban disszociálódott [123].  
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3. Célkit zések  
 
Doktori munkám célja M. tuberculosis immundomináns fehérjék epitópszerkezetének 
térképezése, mesterséges peptidantigének szintézise és a vegyületek in vitro funkcionális 
vizsgálata. Célom továbbá antituberkulotikum konjugátumok el állítása és jellemzése. 
 
T-sejt epitópot tartalmazó peptidszármazékok immundiagnosztikumként való alkalmazása 
lehet vé tenné a fert zöttség érzékeny és specifikus detektálását. A munka során olyan 
peptidek és peptidkonjugátumok el állítását terveztem, melyek optimális T-sejt választ 
indukálnak és ezért jól alkalmazhatók lehetnek IFN-  mennyiségének meghatározásán alapuló 
teljes vért igényl  tesztekben. Ezen belül a következ ket t ztem ki célul:  
 16kDa immundomináns fehérje ismert funkcionális T-sejt epitóp (91-104) peptid 
származékainak el állítása és jellemzése; 
 A 91-106 peptid C-terminálison ciszteinnel hosszabbított (91SEFAYGSFVRTVSLPV106-
C) származékának konjugálása oligotuftsin és polimer típusú hordozó molekulákhoz. A 
peptidek és konjugátumok in vitro funkcionális vizsgálata különböz  donorcsoportokon;  
 Két új potenciális antigén, az Rv2654 és Rv1733c fehérjék T-sejt epitópszerkezetének 
felderítése átlapoló szintetikus peptidek alkalmazásával. A peptidek in vitro funkcionális 
vizsgálata PPD pozitív egészséges és aktív tbc-s betegek véréb l izolált PBMC sejteken.  
 
A konjugálási reakciókhoz el állított cisztein tartalmú peptidek analízise során számos 
nehézséggel találkoztunk a cisztein oxidációs hajlama miatt. Szükségessé vált ezért egy olyan 
analitikai módszer kidolgozása, mely alkalmas a szintetikus peptidek cisztein tartalmának 
kvantitaív meghatározására.  
 
A tuberkulózis kezelésében alkalmazott antituberkulotikumok hatékonysága irodalmi adatok 
alapján növelhet  célbajuttató rendszerek segítségével. Célunk a hatóanyagok biológiailag 
aktív és molekulárisan jól jellemezhet  peptidalapú konjugátumainak el állítása és vizsgálata: 
 izoniazid, p-aminoszalicilsav és pirazinamid hatóanyagok peptidekhez kapcsolása 
(els sorban szilárd fázisú szintézisutak kidolgozása) és a konjugátumok jelemzése; 
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 a hatóanyag-peptidkonjugátumok antituberkulotikus hatásának meghatározása M. 
tuberculosis tenyészeten; 
 antituberkulotikus hatást mutató konjugátumok szerkezet-hatás összefüggésének 
vizsgálata. 
 
A rezisztens baktériumok terjedése miatt nagy szükség van új antituberkulotikumokra. Az 
ELTE Számítógéptudományi Tanszékén, Dr. Grolmusz Vince kutatócsoportjában kifejlesztett 
dokkoló algoritmus segítségével a baktérium anyagcseréjében létfontosságú enzimekhez 
köt d  molekulákat azonosítottak. Az in silico azonosított veygületekkel a következ  
kísérleteket terveztem: 
 a vegyületek antituberkulotikus hatásának vizsgálata M. tuberculosis és M. kansasii 
tenyészeteken; 
 in vitro antituberkulotikus hatást mutató vegyületek citotoxicitásának és citosztatikus 
hatásának vizsgálata MonoMac6 monocita sejtvonalon, HepG2 humán hepatoma 
sejtvonalon, preparált humán PBMC sejteken és egér csontvel i makrofágokon; 
 Konjugálásra alkalmas származékok el állítása és a vegyületek kapcsolása oligopeptid 
típusú hordozóhoz.  
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4. Eredmények 
4.1. T-sejt epitópot tartalmazó peptidek és származékok el állítása és jellemzése a 
tuberkulózis fert zés korai kimutatására 
Munkánk során Mycobacterium tuberculosis immundomináns fehérjéinek (16kDa, 
ESAT6, CFP10) T-sejt epitópjait és azok származékait állítottuk el . Két fehérje esetében 
(Rv2654, Rv1733c) az epitópszerkezet feltérképezése volt a célunk. Különböz  
donorcsoportokon vizsgáltuk a peptidek, peptidszármazékok és konjugátumok T-sejtes 
immunválaszt indukáló in vitro hatását perifériás vérb l származó monomorfonukleáris 
sejteken (PBMC) áramlási citometria, ELISA és ELISpot tesztek segítségével.  A vizsgált 
csoportok a következ k voltak: (i) PPD negatív, egészséges donorok (a látens fert zés vagy a 
tuberkulózis kizárható); (ii) PPD pozitív, egészséges donorok (tuberkulózis megbetegedés 
kizárható, BCG oltás miatti szenzitizáltság vagy látens fert zés valószín síthet ); (iii) aktív 
tbc-s betegek (radiológiai és bakteriológiai vizsgálatokkal igazolt kórkép).  
Célunk az volt, hogy a T-sejt válasz alapján (melyre a termelt IFN-  mennyisége alapján 
következtethetünk) meg tudjuk különböztetni a BCG oltott és/vagy fert zött páciensek 
immunválaszát a tuberkulózis korai és el rehaladott stádiumában is. A következ  fejezetekben 
ismertetem a peptidek és peptidszármazékok el állítását, analitikai jellemzését és az in vitro 
funkcionális vizsgálatok eredményeit. 
 
4.1.1. A 16kDa fehérjéb l származó T-sejt epitóp peptidek és konjugátumok szintézise, 
analitikai jellemzése és antigenitásuk vizsgálata 
Dormans állapotban az egyik legnagyobb mennyiségben expresszált fehérje a 16kDa  
h sokk protein (Hsp16.3, acr, Rv2031c) [75, 194]. Csoportunk el zetes eredményei alapján 
ismert, hogy a 16kDa immundomináns fehérje funkcionális T-sejt epitópja a 91-104 
szekvenciának megfelel  peptid. Ezen régión belül ismerjük azokat a kulcsfontosságú 
aminosavakat, melyek a T-sejt receptorhoz, illetve az MHC fehérjéhez köt dnek [90-92, 195]. 
A funkcionális T-sejt epitóp további vizsgálatára és a peptidek T-sejtes immunválaszt 
indukáló hatásának növelése céljából a 2. táblázatban látható peptideket állítottuk el .  
A 16kDa T-sejt epitóp peptidek szintézisét Fmoc/tBu és Boc/Bzl stratégiával végeztük 
szilárd fázison az 5.1.2. fejezetben ismertetett módszerek szerint. A hasítás során kapott 
nyersterméket RP-HPLC segítségével tisztítottuk, majd liofilizálással izoláltuk. A tisztított 
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22. ábra. 91-106-Cys peptid dimerizációs próbája. 
: szukcinimid származék ([Mmo+H]+=1986,2)  százalékos 
fogyása 1,1 ekv. N-etilmaleimid hozzáadása után RP-HPLC 
analízis alapján (grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc).
peptideket analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria és aminosavanalízis segítségével 
jellemeztük. Az aminosavanalízis eredménye minden esetben jó egyezést mutatott a vizsgált 
peptid aminosavösszetételével. A peptidek analitikai jellemzését a 2. táblázat foglalja össze. A 
peptidek C-terminálisát minden esetben amid formában állítottuk el , az N-terminális szabad 
amin volt.  



































a monoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc  
 
A 16kDa fehérje T-sejt epitóp peptidek T-sejtes immunválaszt indukáló hatása növelhet  
hordozó molekulákhoz való konjugálással. A konjugáláshoz a 91-106 peptid C-terminálisát 
ciszteinnel hosszabbítottuk 
(91SEFAYGSFVRTVSLPV106-C) és tioéterkötés 
kialakításával konjugáltuk klóracetilezett 
oligotuftsin és polimer típusú (SAK, EAK) hordozó 
molekulákhoz (5.1.5. fejezet). 
Mivel lúgos közegben a leveg  oxidáló 
hatására ciszteint tartalmazó peptid diszulfidhidon 
keresztül dimert alkot, ezért a konjugálási reakció 
el tt dimerizációs próbát végeztünk 0,1M TRIS-
pufferben (pH=8,3) (5.1.5.2. fejezet). A 
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peptidkoncentráció 1mg/ml volt. A reakcióelegyb l óránként mintát vettünk a és N-
etilmaleimid hozzáadása után RP-HPLC analízist végeztünk. A csúcs alatti terület alapján 
ábrázoltuk az N-etilmaleimiddel reagáló 91-106-Cys peptid százalékos fogyását (22. ábra). A 
dimerizációs próba eredménye alapján megállapítható, hogy 6 óra elteltével a peptid 60%-a 
dimer formában van jelen. A konjugáció során a peptid ezért csak alacsony koncentrációban 
lehet jelen a hordozóhoz képest, különben a diszulfidhíd kialakulása kerül el térbe.  
A 91SEFAYGSFVRTVSLPV106-C (91-106-Cys) peptidet klóracetilezett SAK, EAK 
polilizin gerinc , elágazó láncú polimerekhez és OT20 oligotuftsin származékhoz konjugáltuk. 
A hordozók klóracetilezését és a konjugálást az 5.1.5.1. és 5.1.5.3. fejezetben leírtaknak 
megfelel en végeztük.  
Az OT20 (oligotuftsin) hordozó molekulát szilárd fázison klóracetileztük, majd hasítás 
és tisztítás után oldatban reagáltattuk a 91-106-Cys epitóp peptiddel. Az OT20(91-106) 
konjugátum analitikai jellemzését tömegspektrometriával, aminosavanalízissel és RP-HPLC 
analízissel végeztük (3. táblázat). A konjugátum szerkezetét és tömegspektrumát a 23. ábra 
mutatja be.   











a átlag molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc  


























23. ábra. OT20(91-106) konjugátum szerkezete ésESI-MS  tömegspektruma.
 
A polilizin gerinc , elágazó láncú polimer hordozók (SAK, EAK) aminosavösszetételét 
aminosavanalízissel határoztuk meg. SAK esetében S : A : K = 0,9 : 3,5 : 1,0 összetételt 
























24. ábra. SAK és EAK hordozó molekulák 
klóracetilezése és cisztein tartalmú epitóp peptid 
konjugálása.
HSmajd
A SAK és EAK polimerek klóracetilezését és a 
konjugálás menetét a 24. ábra foglalja össze. A 
klóracetilezést követ en módosított Schöniger 
égetéses módszer alapján [196] meghatároztuk a 
polimerek klórtartalmát. A SAK esetében a 
klórtartalomból számolt szubsztitúciófok 21% volt, 
míg az EAK esetében 15% adódott. A klóracetilezett 
hordozó molekulákat 0,1M TRIS-pufferben 
(pH=8,3) oldottuk és kis részletekben adagoltuk 
hozzá a 91-106-Cys peptidet a klórtartalomra 
számított 20%-os feleslegben. A SAK és EAK 
polimerek esetében a konjugálást követ en ciszteint 
adtunk feleslegben, hogy az elreagálatlan 
klóracetilcsoportokat blokkoljuk. A cisztein az 
esetleg képz dött dimer peptideket is redukálhatja, 
így még további peptidek kapcsolódhatnak a 
polimerhez. A beépül  cisztein szabad amino- és 
karboxilcsoportja növeli a polimer poláris karakterét, ezáltal a polimer oldékonysága javul. A 
SAK(91-106) és EAK(91-106) konjugátumok szubsztitúciófokát aminosavanalízissel 
határoztuk meg (4. táblázat).    





SYKAM S-433 aminosavanalizátor, 6M HCl, 110oC, 24 óra hidrolízist követ en 
 
A peptidek és konjugátumok T-sejtes immunválaszt indukáló hatását PPD negatív 
egészséges, valamint radiológiailag és mikrobiológiailag diagnosztizált tbc-s betegek vérén 
vizsgáltuk. A tbc-s betegek között különbséget tettünk aszerint, hogy a vérvétel el tt kaptak-e 
antituberkulotikum kezelést. A donorok véréb l preparált PBMC sejteket 24 órán át 
stimuláltuk a peptidekkel, konjugátumokkal, illetve a pozitív kontrollal (PHA, amely IFN-  





















































26. ábra. 16kDa fehérje T-sejt epitóp szekvenciája alapján 
szintetizált peptidek antigenitása PPD pozitív, 
antituberkulotikus kezelést kapott beteg véréb l preparált 
PBMC sejteken (ELISA).
termelt IFN-  mennyiségét (5.2.4. fejezet). A termelt IFN-  mennyisége jellemzi a peptidek, 
illetve konjugátumok T-sejtekre gyakorolt stimulációjának mértékét. 
PPD negatív, egészséges donor véréb l preparált PBMC sejtek a peptidek hatására nem 
termeltek a negatív kontrollnál nagyobb mennyiség  IFN-  citokint (25. ábra). PPD pozitív, 
radiológiai és mikrobiológiai vizsgálatok alapján diagnosztizált tbc-s beteg PBMC sejtjeinél 

































































































































PPD negatív, egészséges kezeletlen tbc-s beteg
 
25. ábra. 16kDa fehérje T-sejt epitóp szekvenciája alapján szintetizált peptidek T-sejtes immunválaszt indukáló 
hatása PPD negatív, egészséges és PPD pozitív, kezeletlen beteg véréb l preparált PBMC sejteken (ELISA). 
 
 Mindegyik peptid hatására (91-104, 92-104(A), 91-110, Ala-Ala) nagyobb T-sejt választ 
detektáltunk a PPD pozitív páciensnél. A peptidek antigenitását két különböz  
koncentrációban (c=12,5 és 25 M) vizsgáltuk 
(25. ábra). Azt tapasztaltuk, hogy az IFN-  
termelés a peptidekre nézve nem mutat 
koncentrációfüggést és az alacsonyabb 12,5 M 
koncentráció is elegend  a sejtek 
stimulálásához [197].   
 Az antituberkulotikus kezelés hatására a 
T-sejt válasz mértéke csökkent, kisebb IFN-  
termelést mértünk az epitóp peptidekkel való 
kezelést követ en (26. ábra). A kísérlet során 






















































































































































































































27. ábra. 16kDa fehérje T-sejt epitópot tartalmazó
konjugátumok antigenitása három PPD pozitív, 
antituberkulotikus kezelést kapott beteg véréb l 
preparált PBMC sejteken (ELISA).
a PPD negatív donor esetében. Eredményeink alapján, melyet irodalmi adatok is 
alátámasztanak, megállapítható, hogy a terápia során alkalmazott antibakteriális szerek 
mellékhatásaként csökkenhet az immunválasz mértéke [64]. Eddigi kísérleteink során továbbá 
azt is tapasztaltuk, hogy a kezelésen átesett betegek véréb l kevesebb PBMC sejtet tudunk 
izolálni, mint az egészséges donorok esetében.  
 Az el állított SAK(91-106), EAK(91-106) és 
OT20(91-106) konjugátumok T-sejtes 
immunválaszt indukáló hatását három PPD 
pozitív, radiológiai és mikrobiológiai vizsgálatok 
alapján diagnosztizált tbc-s beteg véréb l 
preparált PBMC sejteken vizsgáltuk. Mindhárom 
páciens esetében a vérvétel 4 hónap 
antituberkulotikus kezelés után történt. A PBMC 
sejteket kezeltük a konjugátumokkal. 
Kontrollként 91-106 peptidet, szabad hordozókat 
és a konjugátumok szubsztitúciófokának 
megfelel  összetétel  keverékeket vizsgáltuk. A 
felülúszóból ezután ELISA tesztben 
meghatároztuk a termelt IFN- mennyiségét (27. 
ábra). Mindhárom páciens esetében a 
konjugátumokkal való kezelés hatására a mért 
IFN-  mennyisége nagyobb volt, mint a 91-106 
peptidnél. A szabad hordozó molekulák (SAK, 
EAK, OT20) nem stimulálták jelent s mértékben 
a T-sejteket. A szubsztitúciófoknak megfelel  
keverékek minden esetben kisebb IFN-  
termelést eredményeztek, mint a kovalens kötés  
konjugátumok. A konjugáció tehát 
nagymértékben növelte a 91-106 epitóp peptid 
antigenitását. Az antituberkulotikus kezelésen 
átesett páciensek esetében is jól mérhet  T-sejt 
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választ detektáltunk [197]. Bár a T-sejt stimuláció mechanizmusát nem vizsgáltuk, 
kutatócsoportunk el z  eredményei alapján arra következtettünk, hogy a konjugálással nagy 
valószín séggel n  az epitóp peptid sejtbejutásának mértéke. Feltételezhet , hogy az 
antigénbemutatás során a de novo szintetizálódott peptid nagyobb valószínüséggel köt dik az 
MHC molekulához [114]. 
BCG oltott, egészséges donor véréb l izolált PBMC sejteket SAK(91-106) 
konjugátummal és OT20 hordozóval stimuláltuk. A T-sejt aktiváció kinetikájának 
tanulmányozására [198-200] fluoreszcens ellenanyag-konjugátummal jelöltük a sejtfelszíni 
CD25 markert és az intracellulárisan termel dött IFN-  citokint (5.2.8. fejezet). A sejteket 3, 6, 
12 és 24 óra elteltével áramlási citométerrel analizáltuk (28. ábra).  
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PHA pozitív kontroll SAK(91-106) konjugátum
 
28. ábra. A T-sejt stimuláció id függése PHA (pozitív kontroll) és SAK(91-106) konjugátum hatására.
 
A vizsgált BCG oltott, egészséges donor esetében a CD25+ T-sejtek 12 óra stimuláció után 
aktiválódnak és adataink alapján legalább ennyi id  kell ahhoz is, hogy az intracelluláris IFN-  
termel dés optimális mérték  legyen. A PHA mitogén anyag, mely aspecifikus stimulációt 
vált ki. A konjugátum esetében a kovalensen kötött epitóp peptid miatt feltételezhetjük a 
specifikus stimulációt. A 28. ábrán összefoglalt eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy 
a SAK(91-106) konjugátummal kezelt sejteknél id ben eltolódott az aktiválódás a PHA-hoz 
képest. Az eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy a továbbiakban az 
intracelluláris IFN-  mérése során 12, illetve 24 óra kezelést követ en végezzük az áramlási 
citometriás analíziseket. 
Vizsgáltuk a 16kDa fehérje T-sejt epitópját (91-106) tartalmazó konjugátumok 
proliferációs hatását PPD pozitív, egészséges donor véréb l preparált PBMC sejteken. A 
kísérlet során a sejteket CF-SE fluoreszcens vegyülettel reagáltattuk [57, 58]. A jelölés után a 
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sejtekhez SAK(91-106), EAK(91-106) és OT20(91-106) konjugátumokat, valamint SAK, 
EAK és OT20 szabad hordozókat adtunk 25 M koncentrációban. A sejtpopulációt 6 nap 
elteltével áramlási citométerrel analizáltuk az 5.2.7. fejezetben leírtaknak megfelel en (29. 
ábra). A pozitív kontrollként alkalmazott PHA hatására 6 nap alatt a PBMC sejtek 68%-a 
osztódott. Ha a sejtekhez csak RPMI médiumot adtunk (negatív kontroll) a proliferáció 
mértéke 10% volt. A vizsgált konjugátumok és a szabad hordozók egyike sem indukált 
proliferációt PBMC sejteken az általunk alkalmazott módszerrel történt meghatározás alapján.   
 
 
29. ábra. A konjugátumok és szabad hordozók proliferációs hatása PBMC sejteken. 
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4.1.2. Az Rv2654 immundomináns fehérje epitópszerkezetének feltérképezése 
Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje egy specifikus antigén, mely hiányzik a BCG vakcinatörzs 
lizátumból [100]. A fehérje epitópszerkezetének felderítésére a szekvenciának megfelel , 20 
aminosavat tartalmazó átlapoló peptideket szintetizáltunk (az átlapoló aminosavak száma 10 
volt). A peptideket Fmoc/tBu stratégia alkalmazásával, szilárd fázison, automata 
peptidszintetizátorban állítottuk el  (5.1.2. fejezet). A hasítás után a peptideket tisztítottuk, 
majd analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria és aminosavanalízis segítségével jellemeztük. 
Az aminosavanalízis eredménye minden esetben jó egyezést mutatott a vizsgált peptid várt 
aminosavösszetételével. A peptidek szekvenciáját és analitikai jellemzését az 5. táblázat 
tartalmazza. A peptidek C-terminálisát minden esetben amid formában állítottuk el , az  
N-terminális szabad amin volt.  
















       a átlag molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
       b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5perc, 5-60B%, 35 perc  
 
Az Rv2654 fehérje 81 aminosavat tartalmaz, ennek megfelel en összesen hét darab átlapoló 
peptidet szintetizáltunk (5. táblázat). A peptidek immunválaszt indukáló hatását ELISpot 
kísérletben vizsgáltuk PPD pozitív látens fert zöttek és aktív (radiológiai és mikrobiológiai 
vizsgálatok alapján diagnosztizált, kezelést nem kapott) tbc-s betegek PBMC sejtjein. BCG 
oltott, nagy valószínüséggel nem fert zött donor vérén is teszteltük a peptideket annak 
eldöntésére, hogy azok nem indukálnak hamis negatív immunválaszt. Az ELISpot kísérleteket 
MABTECH Human Interferon-  ELISpotPRO (Nacka Strand, Svédország) készlet segítségével 
végeztük (ld. 5.2.5. fejezet). A PBMC sejteket 16 órán át stimuláltuk a peptidekkel, 
peptidkeverékkel (PP) és ESAT6+CFP10 fehérjekeverékkel. A peptidkeverék (peptide pool, 
PP) azonos koncentrációban tartalmazta a hét átlapoló peptidet. Az ELISpot lemez leolvasását 






































30. ábra. Rv2654 fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 






32. ábra. Rv2654 fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 






































colony, SFC) számát. Ebb l levontuk a negatív 
kontrollt és 1 millió sejtre vonatkoztatva 
grafikonon ábrázoltuk a kapott SFC/M 
értékeket. Pozitív válaszként az összes vizsgált 
negatív kontroll átlagának háromszorosánál 
nagyobb értéket fogadtuk el, mely ebben a 
kísérlet sorozatban 15 SFC/M volt. 
Antituberkulotikus kezelést nem kapott, aktív 
tbc-s beteg esetében jól mérhet  immunválaszt 
detektáltunk az Rv2654 fehérje szekvenciája 
alapján szintetizált átlapoló peptidekre (30. ábra). A peptidkeverékre (PP) kisebb T-sejt 
választ kaptunk, mint egyenként a peptidekre. A fehérjén belül 3 epitóp régiót 
feltételezhetünk: N-terminális régió, 31-50 régió és C-terminális régió. ProPred T-sejt epitóp 
predikciós program [110] segítségével analizálva a fehérjét a kísérleti adatokkal jó egyezést 
mutató eredményt kaptunk (31. ábra).  
10 20        30 40 50  60 70 80
MSGHALAART LLAAADELVG GPPVEASAAA LAGDAAGAWR TAAVELARAL VRAVAESHGV AAVLFAATAA AAAAVDRGDP P 
31. ábra. Rv2654 fehérje epitóp régiói a ProPred predikciós program alapján (http://bic.uams.edu/mirror/propred)  
 
Az interneten hozzáférhet  ProPred predikciós program (ProPred. MHC Class-II Binding 
Peptide Prediction Server, http://bic.uams.edu/mirror/propred) egy fehérjén belül lokalizálja a 
T-sejt epitópokat. A predikció a HLA-DR allélekhez való köt dés alapján történik. 
Eredményként nonamer peptideket kapunk, bár 
az MHC II fehérjéhez való köt désben 
hosszabb peptidek vesznek részt (13-20 
aminosav). A kapott adatokat ezért kritikával 
kell értékeljük. Az Rv2654 fehérje esetében a 
predikció alapján, a kísérleti eredményekhez 
hasonlóan, 3 epitóp régiót lokalizáltunk. 
Az átlapoló peptidek immunválaszt 
indukáló hatását látens fert zött (klinikai 




































33. ábra. Rv2654 fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 





















































































10 aktív tbc-s beteg 29 látens fert zött
34. ábra. Rv2654 fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 10 aktív TBC-s beteg és 29 látens fert zött donor PBMC sejtjein 
(ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt választ adók száma az összes donorhoz viszonyítva százalékosan.
vérén is vizsgáltuk (32. ábra). Látens fert zött donoroknál összességében kisebb SFC/M 
értékeket mértünk. A fehérje C-terminális régiója azonban itt is nagyobb T-sejt választ 
indukált az ELISpot kísérletben.  
A tesztrendszer és az átlapoló peptidek 
specificitásának ellen rzésére egy BCG oltott, M. 
tuberculosis baktériummal nem fert zött donor 
PBMC sejtjein is elvégeztük az ELISpot 
kísérletet (33. ábra). M. tuberculosis fert zés 
esetén (látens fert zöttség, aktív tbc) az ESAT6 
és CFP10 fehérjék ellen jelent s immunválaszt 
mérünk (ld. 30. és 32. ábra). A 33. ábrán 
bemutatott BCG oltott donor esetében az 
Esat6/CFP10 fehérjék azonban nem indukáltak T-sejt választ, ami alapján feltételezhetjük, 
hogy a donor nem fert zött. Az Rv2654 fehérje alapján szintetizált átlapoló peptidek 
egyikénél sem kaptunk 15 SFC/M értéknél nagyobb eredményt. A kísérlet alapján 
megállapíthatjuk tehát, hogy a peptidek és a peptidkeverék (PP) nem stimulálták aspecifikusan 
a PBMC sejteket. 
Az Rv2654 átlapoló peptideket összesen 10 tbc-s beteg és 29 látens fert zött donor 
PBMC sejtjein teszteltük. A 34. ábrán százalékosan ábrázoltuk a peptidekre 15 SFC/M 
értéknél nagyobb T-sejt választ adó donorok számát.  
 
Az Rv2654 fehérje C-terminális régiója (61-81) a tbc-s betegek 60%-ánál indukált specifikus 
immunválaszt. Irodalmi adatok alapján a rekombináns Rv2654 fehérje a tbc-s betegek 53%-
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ánál (10/19) stimulálta a PBMC sejteket [100].  
A kapott eredmények alapján lokalizált epitóp régiókon (N-terminális, 31-50 és C-
terminális régió) belül további peptideket szintetizáltunk. Célunk az volt, hogy rövidebb (15-
mer), átfed  peptidek segítségével meghatározhassuk a funkcionális epitópot, tehát azt a 
legkisebb szekvenciát, amely szintetikus peptidként immunválaszt indukál. Az el állított 
peptidek analitikai jellemzését a 6. táblázat foglalja össze. 



















     a monoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
     b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5perc, 5-60B%, 35 perc  
      Phenomenex Jupiter C4, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-70 B%, 35 perc;  
     $ Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-90 B%, 45 perc; 
 
A 15-mer peptidek szintézise nemcsak gazdaságosabb, de számos esetben jobb oldékonyságú 
peptidet kaptunk azáltal, hogy csökkentettük az apoláros aminosavak számát. A peptidek 
tervezésénél figyelembe vettük, hogy az N-terminális aminosav ne legyen glutaminsav (E), 
mert így elkerülhet  az esetleges piroglutaminsav képz dés. Ezekben az esetekben a peptidet a 
fehérje szekvenciájának megfelel en hosszabbítottuk egy aminosavval (pl. 55-70 peptid). 
Kontrollként el állítottuk azt a peptidet (pnc(38-55)), mely megtalálható a Cellestis cég 
(Victoria, Ausztrália) által forgalmazott QuantiFERON-TB Gold In-Tube tesztben 
(TB7.7(p.4) kóddal).  
A peptideket a fentiekhez hasonlóan ELISpot kísérletben vizsgáltuk kezelést nem kapott  
(radiológiai és mikrobiológiai vizsgálatok alapján diagnosztizált) tbc-s betegek, látens 
fert zöttek és BCG oltott, nem fert zött donorok PBMC sejtjein (35. ábra). Az el z  
kísérlethez hasonlóan a BCG oltott, nem fert zött donor esetében itt sem mértünk 15 SFC/M 
értéknél nagyobb választ, tehát nem tapasztaltunk hamis pozitív stimulációt. A példaként 
bemutatott tbc-s beteg és látens fert zött donor esetében a rövidebb, 15-mer peptidek is 
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36. ábra. Rv2654 fehérje epitóp régióin belüli 15-mer átlapoló peptidek antigenitása 10 aktív TBC-s beteg és 10 


































































































10 aktív tbc-s beteg 10 látens fert zött
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35. ábra. Rv2654 fehérje epitóp régiókon belüli 15-mer átlapoló peptidek antigenitása nem kezelt TBC-s beteg, látens fert zött és 





































aktív tbc-s beteg látens fert zött BCG oltott
 
Összesen 10 aktív tbc-s beteg és 10 látens fert zött donor PBMC sejtjein vizsgáltuk a 
peptideket és ábrázoltuk a 15 SFC/M értéknél nagyobb választ adókat (36. ábra). Az Rv2654 
fehérje C-terminális régióján belül az 51-65 peptid a tbc-s betegek 67%-ánál, a látens 
fert zöttek 50%-ánál indukált specifikus immunválaszt. A QuantiFERON-TB Gold In-Tube 
tesztben alkalmazott peptid (pnc(38-55)) az általunk végzett tesztekben jóval kisebb 
százalékban stimulálta a PBMC sejteket. Az epitópszerkezet szisztematikus feltérképezése 
alapján a legnagyobb T-sejt választ a VRAVAESHGVAAVLF (51-65) peptid váltotta ki, 





4.1.3. Az Rv1733c immundomináns fehérje epitópszerkezetének feltérképezése 
Az Rv1733c fehérjét kódoló gén a Mycobacterium tuberculosis genomján belül a DosR 
(dormancy regulon) régióban található (az Rv1733c kód jelöli a gént és a fehérjét is). A 
baktérium dormans állapotban is expresszálja a fehérjét. Az Rv1733c gén hiányzik a 
környezeti mycobacteriumok genomjából, viszont megtalálható a M. bovis genomjában. A 
fehérje humorális és/vagy celluláris T-sejtes immunválaszt indukál látens fert zötteknél és 
tbc-s betegeknél [101, 102]. Az Rv1733c fehérje T-sejt epitópszerkezete nem ismert. Az 
epitópszerkezet feltérképezésére 20 aminosavat tartalmazó, átlapoló peptideket ELISpot 
kísérletben teszteltünk látens fert zöttek PBMC sejtjein.  






























            a átlag molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
           b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc  
 
A peptideket szilárd fázison, Fmoc/tBu stratégia alkalmazásával automata 
peptidszintetizátorban állítottuk el  (ld. 5.1.2. fejezet). A hasítás után a peptideket RP-HPLC 
alkalmazásával tisztítottuk, majd analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria és 















































































37. ábra. Rv1733c fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 
látens fert zött PBMC sejtjein (ELISpot)
(PP: peptidkeverék, r. Rv1733c; rekombináns Rv1733c fehérje).
38. ábra. Rv1733c fehérje epitóp régiói a ProPred predikciós program alapján (http://bic.uams.edu/mirror/propred)
10         20         30         40 50 60 70 80 90
MIATTRDREG ATMITFRLRL PCRTILRVFS RNPLVRGTDR LEAVVMLLAV TVSLLTIPFA AAAGTAVQDS RSHVYAHQAQ TRHPATATVI 
100                      110              120 130 140 150                      160              170                        180
DHEGVIDSNT TATSAPPRTK ITVPARWVVN GIERSGEVNA KPGTKSGDRV GIWVDSAGQL VDEPAPPARA IADAALAALG LWLSVAAVAG 
190 200 210
ALLALTRAIL IRVRNASWQH DIDSLFCTQR 
jellemzését a 7. táblázat foglalja össze. A peptidek C-terminálisát minden esetben amid 
formában állítottuk el , az N-terminális szabad amin volt. Húsz átlapoló peptidet 
szintetizáltunk, mely lefedte a 210 aminosavat tartalmazó Rv1733c fehérje teljes 
szekvenciáját. Az aszparagin C-terminális esetében a fehérje szekvenciájának megfelel en 
hosszabbítottuk a peptidet, mert így elkerülhet  az esetleges aszpartamid kialakulásával járó 
mellékreakció (101-121 peptid).  
A peptidek T-sejt választ indukáló hatását ELISpot kísérletben vizsgáltuk PPD pozitív 
látens fert zöttek PBMC sejtjein (ld. 5.2.5. fejezet). Az ELISpot kísérleteket a fentiekhez 
hasonlóan végeztük, a tesztben 
alkalmazott koncentrációk, kontrollok 
és inkubálási id k megegyeztek az 
Rv2654 peptideknél alkalmazottakkal. 
Az ELISpot kísérletek alapján 
peptidenként ábrázoltuk az 1 millió 
sejtre vonatkoztatott „pöttyformáló 
kolóniák” (spot forming colony, SFC) 
számát. Pozitív válaszként itt is a 15-nél 
nagyobb SFC/M értéket fogadtuk el. 
Látens fert zöttek esetében jól mérhet  
immunválaszt detektáltunk az Rv1733c fehérje szekvenciája alapján szintetizált átlapoló 
peptidekre (37. ábra). A fehérjén belül több epitóp régiót különíthetünk el, melyek 
meglehet sen jó egyezést mutatnak a ProPred számítógépes predikció [110] során kapott 
eredményekkel (38. ábra).  
 
Az átlapoló peptidek antigenitását összesen 29 látens fert zött, tüneteket nem mutató donor 
vérén vizsgáltuk. A 15-nél nagyobb SFC/M értéket adó donorok számát osztottuk az összes 























































































39. ábra. Rv1733c fehérje 20-mer átlapoló peptidek antigenitása 29 látens 
fert zött donor PBMC sejtjein (ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb 
T-sejt választ adók száma az összes donorhoz viszonyítva százalékosan.
 
A látens fert zött donorok 76%-a 
adott 15 SFC/M értéknél nagyobb 
T-sejt választ a rekombináns 
Rv1733c fehérjére (r. Rv1733c), 
mely közel azonos, mint az 
ESAT6 és CFP10 fehérjék 
esetében. Ez az eredmény jó 
egyezést mutat az irodalmi 
adatokkal (61%) [102]. A 
peptidkeverék (PP) a rekombináns 
fehérjéhez hasonlóan stimulálta a 
PBMC sejteket (59%). A fehérje szekvenciáján belül a következ  epitóp régiókat lokalizáltuk: 
71-90, 101-121, 151-170, 170-190 és 191-210. 
A kapott eredmények alapján 2 régión (91-130 és 191-210) belül további peptideket 
szintetizáltunk, hogy meghatározhassuk a funkcionális T-sejt epitópot. Vizsgáltuk továbbá, 
hogy a szekvenciában található cisztein (C22, C207) aminosavat szerinre (S) cserélve 
megmarad-e a peptid T-sejt választ indukáló hatása. Az el állított peptidek szekvenciáját és 
analitikai jellemzését a 8. táblázat foglalja össze.  





















a átlag molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 















































































































































41. ábra. Rv1733c fehérje epitóp régióin belüli átlapoló peptidek antigenitása 10 látens fert zött és 10 aktív TBC-s
beteg PBMC sejtjein (ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt választ adók száma az összes donorhoz 
viszonyítva százalékosan.


































































































































40. ábra. Rv1733c fehérje epitóp régiókon belüli átlapoló peptidek antigenitása látens fert zött és nem kezelt 
TBC-s beteg PBMC sejtjein (ELISpot).
látens fert zött aktív tbc-s beteg
A peptidek T-sejt választ indukáló hatását ELISpot kísérletben vizsgáltuk látens fert zött 
donorok és kezelést nem kapott, (radiológiai és mikrobiológiai vizsgálatok alapján 
diagnosztizált) tbc-s betegek PBMC sejtjein (40. ábra).  
 
 Összesen 10 aktív tbc-s beteg és 10 látens fert zött donor PBMC sejtjein vizsgáltuk a 
peptideket és ábrázoltuk a 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt választ adókat (41. ábra).  
 
A rekombináns Rv1733c fehérjét (r. Rv1733c) ebben a kísérletben is a látens fert zöttek 60%-
a ismerte fel, mely az ESAT6/CFP10 fehérjekeverékhez hasonló. Tuberkulózisos betegek 
esetében azonban a rekombináns fehérjét a vizsgált betegek kisebb százaléka (30%) ismerte 
fel. A 11-30 és 196-210 peptid esetében a cisztein – szerin csere lerontotta a peptidek 
antigenitását, míg a 193-210(Ser) peptid esetében a donorok 30%, illetve 40%-a adott választ.      
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4.2. Peptidek cisztein tartalmának meghatározása N-etilmaleimiddel 
Cisztein tartalmú peptidek tisztaságának kvantitatív analízise során számos nehézséggel 
kell szembenéznünk. A cisztein oxidációra érzékeny aminosav. Az oxidáció végbemehet a 
szintézis és az analitikai elemzés során is. Nagyobb aminosavtagszámú peptidek esetében 
gyakori probléma, hogy az oxidált ciszteint tartalmazó származék a folyadékkromatográfiás 
analízis során nem, vagy nehezen különíthet  el a f termékt l. Az aminosavanalízis során a 
cisztein cisztinné történ  átalakulása végbemehet a hidrolízis alatt. A hidrolizátum ioncserél  
kromatográfiás elválasztásakor a prolin retenciós ideje szinte azonos a ciszteinével. Mindezek 
miatt célunk volt egy olyan analitikai módszer kifejlesztése, amely segítségével ellen rizhet  a 
peptidekben a cisztein oxidációs állapota. N-etilmaleimiddel reagáltatva a cisztein tartalmú 




















42. ábra. Cisztein tartalmú peptid reakciója N-etilmaleimiddel. 
 
A reakció pillanatszer en és kvantitatíven lejátszódik semleges vagy enyhén lúgos közegben 
(pH=7-8). A kapott S-szukcinimid származék analitikai RP-HPLC kromatogramon minden 
esetben jól elválik a kiindulási anyagtól. A csúcs alatti terület alapján meghatározható a szabad 
tiolcsoportot tartalmazó peptid relatív mennyisége [201]. Az alkalmazott kísérleti 
körülmények az 5.1.8.3. fejezetben találhatóak. 
Referenciaként N-acetilciszteint és glutationt reagáltattunk N-etilmaleimiddel. A 
reakcióelegyet RP-HPLC segítségével analizáltuk, majd frakciószedést követ en a keletkezett 
termékeket tömegspektrometriával azonosítottuk. N-acetilciszteint 1,1 ekvivalens N-
etilmaleimiddel reagáltattunk. A analízis során kapott RP-HPLC kromatogramokat a 43. ábra 
mutatja be. Az addíció során új kiralitás centrum keletkezik a molekulában.  A kapott 1:1 
arányú diasztereomerek alacsony aminosavtagszámú peptidek, illetve cisztein származékok 
esetében az általunk alkalmazott kromatográfiás körülmények között elválaszthatóak (Rt=17,4 
és 17,7 perc). Az S-(N-etilszukcinimido) N-acetilcisztein retenciós ideje nagymértékben eltér 
az N-acetilcisztein retenciós idejét l (Rt=11,0 perc). 
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43. ábra. N-acetilcisztein RP-HPLC kromatogramja (A). 1,1 ekvivalens N-etilmaleimid hozzáadása után  a 
kromatogramon (B) jól elkülöníthet  a keletkezett szukcinimid származék. A 19,5 percnél eluálódó csúcs az  
N-etilmaleimidnek felel meg. Grad.:0B% 5 perc, 0-40B% 20 perc. 
 
Az N-etilmaleimiddel történ  reakció során keletkezett diasztereomerek a glutation esetében is 
különböz  retenciós id vel eluálódtak az alkalmazott kromatográfiás körülmények között. A 
termékek szerkezetét tömegspektrometriával azonosítottuk (44. ábra). 
 





































44. ábra. Glutation analitikai RP-HPLC kromatogramja (A) és ESI tömegspektruma (B). 1,1 ekvivalens  
N-etilmaleimid (Rt=13,9 perc) hozzáadása után a szukcinimid származék két csúcsban eluálódott (Rt=11,7 és 
12,1 perc)(C), melyek tömege azonos volt ([Mmo+H]+=432,8) (D). Grad.: 2B% 5 perc, 2-60B% 30 perc 
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A referenciaanyagok analízise után négy szintetikus peptid esetében vizsgáltuk a cisztein 
oxidációs állapotát N-etilmaleimid reagens segítségével. A peptidek analitikai elemzésének 
összefoglalását a 9. táblázat tartalmazza.   
















amonoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS 
banalitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B% 35 perc, kivéve glutation: 2B% 
5 perc, 2-60B%, 30 perc 
   
A fent bemutatott módszerrel az SEWSC pentapeptid elemzése során egy váratlan 
reakciót tapasztaltunk. Az alkalmazott RP-HPLC analízis körülményei között homogénnek 
t n  SEWSC peptid az N-etilmaleimiddel történ  reakció után egy közel 20%-os szennyezést 
tartalmazott, melynek móltömege 34 Daltonnal kisebb a peptid számított monoizotópos 
molekulatömegénél. Ez a tömegvesztés cisztein –> dehidroalanin átalakulásra utal, mely 











45. ábra. Dehidroalanin képz dése ciszteinb l -eliminációval. 
 
A dehidroalanin tartalmú melléktermék kvantitatív kimutatása N-etilmaleimid reagens 
alkalmazásával vált lehet vé (46. ábra). A keletkez  szukcinimid származék retenciós ideje 
(Rt=23,8 perc) kb. 3 perccel nagyobb a kiindulási peptid retenciós idejénél (Rt=20,5 perc), így 
az N-etilmaleimiddel nem reagáló szennyez  jól elválasztható az alkalmazott RP-HPLC 
körülmények között.    
Az ismertetett analitikai eljárást számos olyan esetben alkalmaztuk (pl. dimerizáció 
követése), ahol az N-etilmaleimiddel történ  reakció megkönnyítette a cisztein tartalmú 






















































46. ábra. SEWSC peptid RP-HPLC kromatogramja (A) és ESI tömegspektruma (B). (C) a feleslegben adott  
N-etilmaleimid (Rt=17,0 perc), a keletkezett szukcinimid származék (Rt=23,8 perc)([Mmo+H]+=735,9) (D) és a 





4.3. Antituberkulotikumot tartalmazó konjugátumok el állítása és in vitro funkcionális 
vizsgálata 
Az izoniazid (INH), a p-aminoszalicilsav (PAS) és a pirazinamid (PZA) 
antituberkulotikumok peptidkonjugátumait állítottuk el . Célunk az volt, hogy a hatóanyag-
konjugátumok in vitro funkcionális aktivitását vizsgáljuk. Az irodalomban nem találtunk  
INH-, PAS- és PZA-peptidkonjugátumok el állítására vonatkozó adatokat, ezért erre alkalmas 
szintézis utakat dolgoztunk ki. A következ kben meghatároztuk, hogy az adott 
antituberkulotikum kémiai módosítása hogyan befolyásolja annak in vitro gátló hatását. A 
konjugátumok antituberkulotikus hatását Mycobacterium tuberculosis és Mycobacterium 
kansasii tenyészeten vizsgáltuk az Országos Korányi TBC és Pulmonológiai Intézet területén 
található Bakteriológiai Laboratóriumban (Corden International Magyarország Kft.). Az 
antituberkulotikus hatással rendelkez  vegyületek citotoxikus és citosztatikus hatását 
vizsgáltuk humán sejteken, illetve sejtvonalakon. 
Az INH-peptidkonjugátumok el állítására két módszert dolgoztunk ki. Az els  esetben 
szerin N-terminálisú peptidet NaIO4 segítségével szelektíven oxidáltunk. Tisztítás után a 
peptidaldehidet oldatban reagáltattuk az izoniaziddal (5.1.6.1. fejezet). A kapott hidrazon 
származékot tisztítottuk, majd kémiailag jellemeztük analitikai RP-HPLC és 
tömegspektrometria alkalmazásával. A szintézis menetét a 47. ábra mutatja be, az el állított 
vegyületek kémiai jellemzését a 10. táblázat foglalja össze. 











































47. ábra. INH-peptidkonjugátumok el állítása I: szerin N-terminálisú peptid szelektív oxidációjával kapott 
peptidaldehid reakciója izoniaziddal. A kapott vegyületek analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 5B% 5 




A másik módszer kidolgozásánál az volt a célunk, hogy az izoniazid szilárd fázison is 
tudjuk konjugálható legyen peptidek N-terminálisához, vagy lizin -aminocsoportjához. Az 
izoniazidot glioxilsavval reagáltattuk, majd a kapott izonikotinoilhidrazono-ecetsavat 
NaCNBH3 segítségével redukáltuk (5.1.6.1. fejezet). Az így el állított izonikotinoilhidrazino-
ecetsavat szilárd fázison kapcsoltuk a peptidekhez DIC/HOBt reagensek jelenlétében. A 
szintézis menetét a 48. ábra mutatja be.   
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48. ábra. INH-peptidkonjugátumok el állítása II: glioxilsavval reagáltatott INH redukciójával kapott 
izonikotinoilhidrazino-ecetsav kapcsolása szilárd fázison. A kapott vegyületek ESI-MS tömegspektruma és a 
konjugátum analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc). 
 
A gyantáról való hasítás után az INH-peptidkonjugátumokat tisztítottuk, majd jellemeztük 
analitikai RP-HPLC és tömegspektrometria segítségével (10. táblázat). Az el állított 
peptidszármazékok C-terminálisa minden esetben amid volt. 

























a monoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS; * átlag molekulatömeg 
b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc 
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Egy tuftsin-származék (T6) esetében olyan INH-konjugátumot is el állítottunk, mely az  
N-terminálison palmitinsavat tartalmaz. A palmitinsav kapcsolásával növelhet  a vegyületek 
membránon való átjutásának mértéke. A palmitinsavat amidkötés kialakításával kapcsoltuk 
szilárd fázison DIC/HOBt reagensek segítségével. Az el állított INH-konjugátumok és 
hordozó peptidek analitikai jellemzését a 10. táblázat foglalja össze. 
PAS-peptidkonjugátumok el állítása során a p-aminoszalicilsav karboxilcsoportját 
DIC/HOBt reagensekkel aktiváltuk és hozzáadtuk a szabad aminocsoportot tartalmazó peptid-
gyantához (5.1.6.2. fejezet). A nyerstermék RP-HPLC analízise során három csúcsot 
detektáltunk, melyeket frakciószedés után tömegspektrometriával azonosítottunk (50. ábra).  








































49. ábra. PAS-peptidkonjugátumok el állítása: p-aminoszalicilsav kapcsolása szilárd fázison DIC/HOBt 
reagensek jelenlétében. PAS-peptidkonjugátum RP-HPLC kromatogramja. (1): szabad 91-106 peptid (Rt=32,0 
perc; Mmo=1757,2). (2): PAS-konjugátum (Rt=35,2 perc; Mmo=1892,2). (3): PAS-PAS-konjugátum (Rt=37,7 
perc; Mmo=2027,2). Grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc. 
 
A kapott analitikai RP-HPLC kromatogramon a f csúcsban (2) a várt PAS-peptidkonjugátum 
eluálódott. Emellett kis mennyiségben detektáltunk szabad peptidet (1) és PAS-PAS-
peptidkonjugátumot (3). Ebben az esetben egy második PAS molekula aktivált 
karboxilcsoportja reagált a PAS-konjugátum kevésbé nukleofil aromás aminocsoportjával. A 
kétszeresen szubsztituált PAS-PAS-peptidkonjugátum mennyisége növelhet  volt, ha a 
kapcsolást megismételtük 10 ekvivalens PAS/DIC/HOBt reagensekkel. A PAS-peptid és PAS-
PAS-peptidkonjugátumokat tisztítottuk, majd analitikailag jellemeztük. A kapott 
eredményeket a 11. táblázat foglalja össze. 
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a monoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS; 
b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc 
 
PZA-peptidkonjugátumok el állítása során pirazinkarbonsavat (PZC) kapcsoltunk 
szilárd fázison Boc/Bzl, vagy Fmoc/tBu stratégiával felépített peptidek N-terminálisához, 
illetve lizin -aminocsoportjához DIC/HOBt reagensekkel (5.1.6.3. fejezet). A szintézis 







































Rt=31,3 perc Rt=35,2 perc
91SEFAYGSFVRTVSL104 PZA-91SEFAYGSFVRTVSL104
 
50. ábra. PZA-peptidkonjugátumok el állítása: pirazinkarbonsav kapcsolása szilárd fázison DIC/HOBt 
reagensek jelenlétében. 
 
Hasítás után a PZA-konjugátumokat RP-HPLC alkalmazásával tisztítottuk, majd kémiailag 
jellemeztük RP-HPLC és tömegspektrometria segítségével (12. táblázat).  

















  a monoizotópos molekulatömeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS; * átlag molekulatömeg 
  b analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5 m, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc 
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Az INH- és a PAS-peptidkonjugátumok antibakteriális hatását Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv baktériumtörzsön vizsgáltuk Sula félszintetikus folyékony táptalajban 
(pH=6,5) [12, 13]. A PZA-peptidkonjugátumok ilyen kísérleti körülmények között (táptalaj, 
pH) nem vizsgálhatóak, mert a PZA intracellulárisan, alacsony pH-n fejti ki baktericid hatását 
(az aktív forma, a pirazinkarbonsav csak protonált állapotban képes kifejteni hatását és ehhez 
savasabb kémhatásra van szükség)1. Az INH- és PAS-peptidkonjugátumokból a hígítási sort 
0,01–0,50 g/ml, illetve 0,1–50 g/ml koncentráció tartományban készítettük. A konjugátumok 
mellett vizsgáltuk az INH és PAS hatóanyagokat, a peptidhordozókat, pozitív kontrollként 
pedig hatóanyagot nem tartalmazó csöveket alkalmaztunk. A legkisebb gátló koncentráció 
(MIC, minimal inhibitory concentration) és telepszám (CFU, Colony Forming Unit) 
meghatározását az 5.2.9. fejezetben leírtaknak megfelel en végeztük. A kapott eredményeket a 
13. táblázat foglalja össze. 
13. táblázat. INH- és PAS-peptidkonjugátumok minimális gátló koncentrációja (MIC) és telepszáma 



























a minimális inhibíciós koncentráció M. tuberculosis H37Rv baktériumtörzsön Sula táptalajban; hatóanyag tartalomra számítva 
b telepszám Löwenstein-Jensen szilárd táptalajon  
 
Az INH esetében az irodalmi adatnak (MICINH=0,02-0,2 g/ml) [153] megfelel  gátló 
koncentrációt mértünk (0,16 g/ml). Az INH-peptidkonjugátumok mindegyike gátolta a M. 
tuberculosis H37Rv baktérium növekedését. A konjugátumok az INH MIC értékével közel 
                                                          
1 Az el állított PZA-konjugátumok in vitro aktivitásának vizsgálata folyamatban van fert zött makrofágokon az 
Országos Korányi TBC és Pulmonológiai Intézet Bakteriológiai Laboratóriumában  
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51. ábra. Intakt INH-konjugátumok mennyiségének változása az id
függvényében Sula folyékony táptalajban (pH=6,5). 
INH=CH-CO-91SEFAYGSFVRTVSLPV106 hidrazon ( ) és 
INH-CH2-CO-91SEFAYGSFVRTVSLPV106 hidrazid ( ) 
konjugátumok fogyása a csúcs alatti terület alapján 
(RP-HPLC, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc).
azonos koncentrációban hatottak (1,17×10-6 - 2,26×10-6M). A vártnak megfelel en a 
hatóanyagot nem tartalmazó peptidek egyike sem fejtett ki antituberkulotikus hatást [202]. A 
PAS az irodalmi érték (MICPAS=0,5-2 g/ml) [153] alatt mutatott antibakteriális hatást 
(0,1 g/ml), míg a PAS-peptidkonjugátumok egyike sem gátolta a baktériumok növekedését. 
Valószínüsítjük, hogy a PAS molekula szabad karboxilcsoportja elengedhetetlen a gátló 
hatáshoz (a p-aminobenzoesavhoz hasonlóan). Bár kísérleti adatokkal még tudjuk 
alátámasztani, de feltételezzük, hogy in vivo körülmények között a PAS felszabadulhat a 
konjugátumból.  
M. tuberculosis mellett M. kansasii törzsön is vizsgáltuk az INH és PAS antibakteriális 
hatását (14. táblázat). A csapvízben is megtalálható M. kansasii a környezeti 
mikobaktériumok közé tartozik. Egészséges szervezetet általában nem fert z meg, de 
legyengült immunrendszer  páciensek (pl. immunszupresszáltak, HIV fert zöttek) esetében 
súlyos szimptómákat okozhat. 
14. táblázat. INH- és PAS-peptidkonjugátumok minimális gátló koncentrációja (MIC) és telepszáma 










a minimális inhibíciós koncentráció M. kansasii baktériumtörzsön Sula táptalajban 
b telepszám Löwenstein-Jensen szilárd táptalajon  
 
Az INH a M. kansasii baktérium növekedését harmincszor nagyobb koncentrációnál gátolta. A 
PAS esetében a minimális inhibíciós 
koncentráció kétszázszor volt nagyobb, mint 
M. tuberculosis baktériumon.  
Az INH-peptidkonjugátumokban az 
izoniazid hidrazon-, illetve hidrazidkötésen 
keresztül kapcsolódik a peptidekhez. 
Vizsgáltuk, hogy a két különböz  kötést 
tartalmazó konjugátumból milyen kinetikával 
szabadul fel a szabad INH hatóanyag. A 
konjugátumokat Sula folyékony táptalajban 
oldottuk 0,5mg/ml koncentrációban. Az 
oldatokból óránként mintát vettünk és RP-
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52. ábra. INH, GTKPK(INH-CH2-CO)G konjugátum és GTKPKG peptid citosztatikus hatása HepG2 sejtvonalon. 3 óra kezelés után a sejteket 3 napig 
inkubáltuk, majd MTT teszt segítségével meghatároztuk a citosztatikus hatás mértékét.
INH GTKPK(INH-CH2-CO)G
GTKPKG
HPLC analízist végeztünk (5.1.8.1. fejezet). Frakciószedés után a csúcsokat 
tömegspektrometria segítségével azonosítottuk, majd a csúcs alatti terület alapján ábrázoltuk 
az intakt konjugátum fogyásának id függését (51. ábra). Az in vitro antibakteriális hatást 
mutató INH=CH-CO-91SEFAYGSFVRTVSLPV106 (hidrazon) és INH-CH2-CO-
91SEFAYGSFVRTVSLPV106 (hidrazid) konjugátumokból felszabadul az izoniazid Sula 
folyékony táptalajban. A hidrazonkötést tartalmazó konjugátumból lassabban szabadul fel az 
INH (~15 óra). A hidrazon konjugátum hidrolízise során N-glioxilil-
91SEFAYGSFVRTVSLPV106 peptid és INH keletkezik, melyek pH=6,5 oldatban újra 
reagálhatnak egymással, míg a másik konjugátumnál ez nem lehetséges. 6 órán belül mindkét 
típusú konjugátum stabilitása > 90%. 
Vizsgáltuk a GTKPK(INH-CH2-CO)G konjugátum citosztatikus hatását HepG2 humán 
hepatoma sejtvonalon (52. ábra). A sejtvonal fenntartását az 5.2.2.3. fejezetben leírtaknak 
megfelel en végeztük. A sejteket GTKPK(INH-CH2-CO)G konjugátummal, izoniaziddal és 
GTKPKG peptiddel kezeltük 3 órán keresztül. A kezel oldatok koncentrációját az RPMI-1640 
médiumban való oldhatóságuk határozta meg (INH: 5×10-6M - 3×10-2M; peptid, konjugátum: 
7×10-8M - 5×10-4M).  
A kezelés után a sejtekr l eltávolítottuk a hatóanyagot, majd 3 nap inkubálás után a sejtek 
életképességét MTT teszt segítségével határoztuk meg (5.2.10. fejezet).  
 
Az INH-peptidkonjugátum a legnagyobb vizsgált koncentrációban (5×10-4M) sem volt 
citosztatikus humán hepatoma sejteken. A GTKPKG peptid és az izoniazid nem rontotta a 
sejtek életképességét. A konjugátum baktériumon mért MIC értéke két nagyságrenddel volt 
alacsonyabb, mint a legnagyobb vizsgált koncentráció HepG2 sejteken. A kapott 
eredményeket tudományos közlemény formájában publikáltuk [202, 203]. 
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4.4. In silico azonosított hatóanyagok antituberkulotikus aktivitása, citotoxicitása és 
sejtfelvételének vizsgálata 
A Mycobacterium tuberculosis túléléséhez fontos, enzimaktivitású fehérjékhez köt d  
hatóanyagokat egy újonnan kifejlesztett dokkolási algoritmus segítségével az ELTE 
Számítógéptudományi Tanszékén Dr. Grolmusz Vince kutatócsoportjában találták. Az in 
silico módszer lényege, hogy ismert háromdimenziós (NMR, vagy röntgen krisztallográfia) 
szerkezettel rendelkez  fehérjékhez dokkolnak egy több millió molekulából álló vegyülettár 
elemeit. A kísérletekben használt molekulatár az interneten hozzáférhet  Zinc adatbázis (Zinc 
– a free database for virtual screening, http://zinc.docking.org/) [145]. A ligandumok 
dokkolása DUTPáz, PriA és 2bzr enzimekhez történt, melyek a baktérium anyagcseréjében 
kulcsfontosságú szerepet játszanak [204]. A dokkolást követ en a fehérje – ligandum közti 
köt dési er sség alapján a legjobb molekulákat a Zinc adatbázisban található rendelési 
információk alapján megvásároltuk. A ligandumok szerkezetét szabadalmi okokból nem 
közöljük.  
A DUTPáz enzim (deoxiuridin 5’-trifoszfát nukleotidohidroláz; EC 3.6.1.23; Rv2697; 
PDB kód: 1mq7) a nukleotid metabolizmusban vesz részt (dUTP + H2O  dUMP + PP). 
Csökkenti az uracil intracelluláris koncentrációját és így megakadályozza, hogy az uracil a 
timidin helyett beépüljön a baktérium DNS-ébe [205]. A PriA enzim a hisztidin és triptofán 
bioszintézisében vesz részt (foszforibozil izomeráz A; EC 5.3.1.16; Rv 1603; PDB kód: 1qo2). 
A PriA enzim aminoaldóz – aminoketóz izomerizációt katalizál [206-208].  A 2bzr enzim a 
karboxitranszferázok közé sorolható (propinoil-CoA karboxiláz; EC 6.4.1.3; Rv3280; PDB 
kód: 2bzr). Zsírsavak, izoleucin, treonin, metionin és valin bioszintéziséban vesz részt (ATP + 
propinoil-CoA + H2O + CO2  ADP + P + metilmalonil-CoA ) [209, 210]. 
A ligandumok in vitro antituberkulotikus hatását M. tuberculosis H37Rv törzsön 
vizsgáltuk Sula félszintetikus táptalajban (5.2.9. fejezet). A vizsgált koncentráció tartomány 
0,5 - 50 g/ml volt. Összesen 19 DUTPáz fehérjéhez dokkolt ligandum in vitro antibakteriális 
hatását mértük. A vizsgált molekulák közül 10 vegyület gátolta a baktérium növekedését 50 
g/ml koncentráció alatt, tehát az in silico azonosított molekulák 53%-a mutatott in vitro 
hatást. A PriA fehérje esetében ez 40%, míg a 2Bzr fehérjénél 23% volt. A DUTPáz ás PriA 
fehérje ligandumjai közül a DUT69, DUT3, DUT13, DUT44 és a PriA42 molekula MIC 
értéke volt a legkisebb (1-20 g/ml, 3,73×10-6-4,59×10-5 M). A mért MIC és CFU értékeket a 
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15. táblázat foglalja össze. 
15. táblázat. In silico azonosított ligandumok minimális gátló koncentrációja (MIC) 























a minimális inhibíciós koncentráció M. tuberculosis H37Rv baktériumtörzsön Sula táptalajban 
b telepszám Löwenstein-Jensen szilárd táptalajon  
 
A M. tuberculosis törzsön antibakteriális hatást mutató vegyületeket M. kansasii 
baktériumtörzsön is vizsgáltuk. Az el z ekben vizsgált hatóanyagok (INH, PAS) MIC értéke 
M. kansasii törzsön jóval magasabb volt, mint M. tuberculosis törzsön, ezért a koncentráció 
tartományt megnöveltük (1 - 100 g/ml). A vizsgált vegyületek közül csak egy gátolta 
100 g/ml alatt a M. kansasii növekedését (16. táblázat). 
16. táblázat. PriA42 vegyület minimális gátló koncentrációja (MIC) és telepszáma 










a minimális inhibíciós koncentráció M. kansasii baktériumtörzsön Sula táptalajban 
b telepszám Löwenstein-Jensen szilárd táptalajon  
 
A Pria42 vegyület gátolta a M. kansasii törzs növekedését. A kapott MIC érték 4,4-szer volt 
nagyobb, mint a M. tuberculosis törzsön mért minimális inhibíciós koncentráció.    
A legkisebb MIC értékkel rendelkez  ligandumok citotoxicitását és citosztatikus hatását 
vizsgáltuk MonoMac6 monocita sejtvonalon, HepG2 humán hepatoma sejtvonalon, preparált 
humán PBMC sejteken és egér csontvel i makrofágokon (53. ábra). A sejtek preparálását, 
illetve a sejtvonalak fenntartását az 5.2.2. fejezetben leírtaknak megfelel en végeztük. A 
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PBMC citotoxicitás PBMC citosztázis PBMC citosztázis, 2 kezelés
54. ábra. DUT3 molekula citotoxikus és citosztatikus hatása humán PBMC sejteken. 3 óra kezelés, MTT teszt (citotoxicitás, 1. grafikon); 3 óra 
kezelés, 3 nap inkubálás, MTT teszt (citosztázis, 2. grafikon); 
3 óra kezelés, 2 nap inkubálás, 3 óra kezelés, 3 nap inkubálás, MTT teszt (citosztázis, 3. grafikon).


























































































53. ábra. DUT3 molekula citotoxikus és citosztatikus hatása HepG2, MonoMac6 sejtvonalakon, 
valamint egér csontvel i makrofág és humán PBMC sejteken. A sejtek életképességének 
meghatározása MTT teszttel történt.
sejteket 3 órán át 
kezeltük a 
hatóanyagokkal, majd 
MTT teszt segítségével 
meghatároztuk a sejtek 
életképességét (5.2.10. 
fejezet). A citosztázis 
vizsgálatánál a kezelés 
után a sejteket 3 napig 
inkubáltuk, majd ezután 
végeztük el az MTT 
tesztet. A DUT3 
molekula IC50 értéke 
mind a négy sejttípus 
esetében közel azonos volt és ez a koncentráció a vegyület MIC értékével (1,22×10-5M) egy 
nagyságrendben van (53. ábra). A továbbiakban vizsgáltuk, hogy tapasztalható-e különbség a 
citotoxicitás, illetve a citosztatikus hatás mérésekor kapott IC50 értékekben humán PBMC 
sejteken. Végeztünk olyan kísérletet, ahol a PBMC sejteket kétszer kezeltük a DUT3 
hatóanyaggal, majd összesen 5 nap inkubálás után határoztuk meg a sejtek életképességét (54. 
ábra).     
 
A DUT3 vegyület esetében nem mértünk nagyságrendi különbséget az IC50 értékekben 
citotoxicitás és citosztatikus hatás mérésekor frissen preparált humán PBMC sejteken. 
Kétszeri kezelés után a sejtek életképessége közel azonos volt.  
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A DUT44 vegyület citotoxicitását és citosztatikus hatását MonoMac6, HepG2 
sejtvonalakon és egér csontvel i makrofágokon vizsgáltuk (17. táblázat). 
17. táblázat. DUT44 molekula citotoxikus és citosztatikus hatása MonoMac6 és 











A sejtek életképességének meghatározása MTT teszttel történt.  
 
A DUT44 vegyület minimális inhibíciós koncentrációja M. tuberculosis baktériumtörzsön 
(MIC=4,59×10-5M) egy nagyságrenddel alacsonyabb, mint a humán sejteken, illetve 
sejtvonalakon mért IC50 érték. 
A legkisebb MIC értékkel rendelkez  DUT3, DUT44, DUT69 és PriA42 vegyületek 
citotoxicitását MonoMac6 sejtvonalon vizsgáltuk. A kapott IC50 értékeket a 18. táblázat 
foglalja össze. 











A sejtek életképességének meghatározása MTT teszttel történt. (* citosztázis).   
 
Az in silico azonosított antituberkulotikus hatású vegyületek IC50 értéke minden esetben 
magasabb, mint a M. tuberculosis törzsön mért minimális inhibíciós koncentráció. A DUT69 
molekula MIC értéke (3,73×10-6M) 4 nagyságrenddel alacsonyabb, mint a MonoMac6 
sejtvonalon mért IC50 érték (1,21×10-2M). 
Az antibakteriális hatással rendelkez  in silico azonosított vegyületek sejtfelvételét 
áramlási citométerrel vizsgáltuk. BD LSR II áramlási citométerrel olyan anyagok 
vizsgálhatóak, melyek 488nm, vagy 635nm hullámhosszon gerjeszthet ek (argon ion és HeNe 
lézer). A készülék beállításához tudnunk kell, hogy ezen a hullámhosszon gerjesztve hol van a 
hatóanyagok emissziós maximuma. A sejtfelvételi vizsgálatok el tt ezért felvettük a 
hatóanyagok gerjesztési és emissziós spektrumát (5.1.8.7. fejezet). A vizsgálatokhoz a 
hatóanyagokat 10-3M koncentrációban oldottuk DMSO-ban, majd 100-szorosára hígítottuk 
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55. ábra. DUT44 hatóanyag gerjesztési spektruma (a), valamint az emissziós spektrumok 405nm (b) és 488nm (c) besugárzás mellett.
a b c
HPMI médiummal (ezt a médiumot használtuk a sejtfelvételi vizsgálatok során). A összes 
vizsgált hatóanyag közül csak a DUT44 molekula rendelkezett a megfelel  spektrális 
tulajdonságokkal (55. ábra). 
  
A DUT44 hatóanyag gerjesztési maximuma 405nm-en van, de 488nm-en gerjesztve 10-5M 
koncentrációban értékelhet  intenzitású emissziós spektrumot kapunk. Az emissziós 
maximumot 530nm-en detektáltuk. A sejtfelvételi vizsgálatok során az áramlási citométer  
mérési paramétereinek beállításait ennek megfelel en végeztük. 
MonoMac6 sejteket 3 koncentrációban (10-4M; 5×10-5M; 10-5M) kezeltük a DUT44 
hatóanyaggal. 1 óra kezelés után a sejteket tripszinnel kezeltük, majd HPMI médiumban 
felvéve BD LSR II áramlási citométerrel analizáltuk. A tripszines kezelésre azért van szükség, 
mert eltávolítja a sejt felszíni struktúrákat, így csak azokat a sejteket mérjük, amelyek 
intracellulárisan tartalmazzák a DUT44 
hatóanyagot (56. ábra). A sejtfelvételi 
vizsgálatokat az 5.2.11. fejezetben leírtaknak 
megfelel en végeztük. A DUT44 molekula 
esetében koncentrációfügg  felvételt mértünk 
MonoMac6 monocita sejtvonalon. Értékelhet  
fluoreszcens jelet detektáltunk egy nagyságrenddel 
alacsonyabb koncentrációban, mint a molekula 










































4.4.1 In silico azonosított DUT69 és DUT44 hatóanyagok peptidkonjugátumainak 
el állítása jellemzése és antibakterilis hatása  
Két alacsony MIC értékkel rendelkez  in silico azonosított hatóanyagot peptid alapú 
hordozó molekulához konjugáltuk.  
A DUT69 aldehidcsoportot tartalmazó származékát OT10 ([TKPKG]2, dituftsin) 
hordozóhoz konjugáltuk az 5.1.6.4. fejezetben leírtaknak megfelel en. Az OT10 peptidet 
szilárd fázison reagáltattuk Boc-aminooxi-ecetsavval, majd hasítás után oldatban oximkötésen 
keresztül kapcsoltuk a DUT69 származékot. A konjugálás menetét, valamint a kapott 
eredményeket az 57. ábra mutatja be.  
 57. ábra. DUT69 aldehid származékának konjugálása OT10 peptidhez. Az aminooxiecetsavval módosított OT10 
analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 0B% 5 perc, 0-40B%, 35 perc) és a DUT69-konjugátum ESI-MS 
tömegspektruma. 
 
A konjugálás során kapott Z-E izomerek aránya 1:1 volt, melyek az alkalmazott körülmények 
között az analitikai RP-HPLC kromatogramon két csúcsban eluálódtak.Vizsgáltuk a DUT69 
aldehidcsoportot tartalmazó származékának és tuftsin konjugátumának antibakteriális hatását 
M. tuberculosis H37Rv tenyészeten. Az alapvegyület MIC értéke 1 g/ml volt (CFU=3), míg a 
konjugátumé 6,9 g/ml (CFU=10). Az oximkötésen keresztüli konjugálás hatására a vegyület 
meg rizte antituberkulotikus hatását.  
A DUT44 hatóanyag konjugálásához el ször a molekula hidroxilcsoportját 
glutáraldehiddel reagáltattuk (ld. 5.1.6.4. fejezet). A kapott észterkötést tartalmazó 
származékot szilárd fázison kapcsoltuk peptidek N-terminálisához. Hasítás után a kapott 
terméket tisztítottuk és kémiailag jellemeztük (58. ábra). A kapott vegyületek 
antituberkulotikus hatását M. tuberculosis H37Rv törzsön vizsgáltuk. A glutáraldehiddel 
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képzett származék MIC értéke 42,5 g/ml volt, ami közel van a DUT44 alapvegyület MIC 
értékéhez (20 g/ml). A hatóanyag hidroxilcsoportjának észteresítése tehát nem befolyásolta 




































5.  Kísérleti rész 
 
5.1.  Kémiai kísérletek 
5.1.1.  A szintetikus munka során használt vegyszerek, m szerek 
 
 
Aminosavszármazékok,  gyanták 
 
Elnevezés, kapacitás Rövidítés, jelzés Gyártó cég 







4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyanta  
(kapacitás: 1,1mmol/g) MBHA 
NovaBiochem 
(Läufelfingen, Svájc) 
Fmoc-Rink-amid MBHA gyanta  





Oldószerek,  reagensek 
   





ecetsav, n-butanol, jégecet, etanol, metanol, 













piperidin, fenol, NaIO4, NaBH3CN, hidrogén-















   
Elnevezés Gyártó cég 




Knauer HPLC rendszer 
(pumpa, UV detektor, kézi injektor) 
Knauer 
(Bad Homburg, Németország) 
SYKAM S-433H 
automata aminosavanalizátor  
Sykam 
(Eresing, Németország) 









olvadáspont mér  
Büchi Labortechnik 
(Flawil, Svájc) 








HF teflon készülék Peptide Institute (Osaka, Japán) 
 
 
HPLC oszlopok,  tö l te tek  
 
Elnevezés Töltet, méret, jellemz k Gyártó cég 
C18 Phenomenex Jupiter 
fordított fázisú 
250×10mm félpreparatív oszlop 
10 m, 300Å módosított szilika töltettel 
C4 Phenomenex Jupiter 
fordított fázisú 
250×10mm félpreparatív oszlop 
10 m, 300Å módosított szilika töltettel 
C4 Phenomenex Jupiter 
fordított fázisú 
250×4mm analitikai oszlop 
5 m, 300Å módosított szilika töltettel 
Phenomenex 




250×4mm analitikai oszlop 
5 m, 300Å módosított szilika  töltettel 
Knauer 
(Bad Homburg, Németország) 
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5.1.2. Peptidek szintézise Fmoc/tBu módszerrel 
Fmoc/tBu stratégia alkalmazásával a peptideket manuálisan vagy automata 
peptidszintetizátoron (SYRO Multiple Peptide Synthesizer) állítottuk el . A manuális szintézis 
során ciklusonként ellen rizhet  a kapcsolás, míg a szintetizátorban végzett szintézis során 
erre nincs lehet ség. Az automata szintézis során ezért eleve nagyobb feleslegben alkalmazzuk 
az aminosavszármazékokat és a kapcsolóreagenseket, valamint a kapcsolást minden esetben 
megismételjük. 
A peptidek szintéziséhez Fmoc-Rink-amid MBHA gyantát alkalmaztunk (kapacitás: 
0,65-0,69mmol/g). Valamennyi aminosavat N -Fmoc-származék formájában használtuk. Az 
Fmoc-aminosavak nukleofil oldalláncai a 19. táblázatban felsorolt savérzékeny 
véd csoportokat tartalmazták. 
19. táblázat. Fmoc/tBu stratégia során alkalmazott Fmoc-aminosavszármazékok oldallánc véd csoportjai. 
aminosav funcióscsoport véd csoport rövidítés 
Asp, Glu karboxil terc-butil észter OtBu 





Cys merkapto tritil Trt 
Ser, Thr, Tyr hidroxil terc-butil tBu 
Asn, Gln amid tritil Trt 
Trp indol terc-butiloxikarbonil Boc 
His imino tritil Trt 
Gly, Ala, -Ala, 
Val, Pro, Ile, Leu, 
Phe, Met 
oldallánc véd csoport nélkül 
 
 
A peptidszintézis els  lépése az Fmoc-Rink-amid MBHA gyanta duzzasztása és 
véd csoportjának eltávolítása. Az els  aminosav felkapcsolása amidkötés kialakításával 
történt. A peptidlánc felépítését in situ aktív észterek kialakításával (DIC/HOBt 
alkalmazásával) végeztük. Az Fmoc-aminosavakat és a kapcsolóreagenseket NMP-ban 
oldottuk 0,55-0,65mol/dm3 koncentrációban. Az Fmoc/tBu stratégiával végzett szintézis egy 
ciklusának összefoglalása a 20. táblázatban látható. 
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  20. táblázat. Az Fmoc/tBu stratégia szerint végzett peptidszintézis egy ciklusának menete. 
m velet manuális szintézis automata szintetizátor 
Fmoc 
hasítás 
piperidin/DBU/DMF=2 : 2 : 96 v/v  
(2+2+5+10 perc) 
piperidin:DMF=2 : 3 v/v (5 perc) 
piperidin:DMF =1 : 4 v/v (30 perc) 
mosás DMF (5x1 perc) DMF (5x1 perc) 
kapcsolás 
 3ekv.* Fmoc-Aaa-OH/DIC/HOBt 
(40-60 perc)  





4ekv.* Fmoc-Aaa-OH/DIC/HOBt  
(60 perc) 
mosás DMF (5x1 perc) DMF (5x1 perc) 
ellen rzés ninhidrin- [211], izatin-teszt [212] - 
*gyantakapacitásra számított mennyiség 
 
A peptidlánc felépítése után a peptid-gyantát mostuk DCM-nal, majd szárítottuk. A szilárd 
hordozóról a peptidet, illetve az oldallánc véd csoportokat TFA segítségével manuálisan 
hasítottuk le. A hasítás során keletkez  reaktív karbokationok alkilezhetik az aminosavakat 
(f ként Trp, Met, Tyr, Cys), ezért nukleofil reagenseket, ún. gyökfogókat alkalmazunk. A 
hasítóelegy összetételét a peptid szekvenciája, illetve az oldallánc véd csoportok határozták 
meg (21. táblázat).  
21. táblázat. Az Fmoc/tBu stratégiaban alkalmazott hasítóelegyek összetétele. 
szekvencia hasítóelegy összetétele 
Arg, Met, Trp aminosavakat és 
Trt véd csoportot nem tartalmaz 
TFA/víz 
95 : 5 v/v  
Trp aminosavat vagy  
Trt véd csoportot tartalmaz 
TFA/víz/EDT 
95 : 2,5 : 2,5 v/v 
Arg vagy Met aminosavat tartalmaz 
TFA/tioanizol/víz /EDT/fenol 
82,5 : 5 : 5 : 2,5 : 5 v/v/v/v/w 
(Reagens K) 
 
100mg peptid-gyantára átlagosan 5ml hasítóelegyet használtunk. A hasítóelegyet jeges h tés 
mellett adtuk a peptid-gyantához és szobah mérsékleten 1-3 órán át kevertettük. A Rink-amid 
MBHA gyantáról való hasítás után a peptidek C-terminálisát amid formában kaptuk. A hasítás 
után a keveréket sz rtük és mostuk 1ml TFA-val, majd a peptidet hideg (0oC) dietil-éterrel 
kicsaptuk. Centrifugálás után (2000rpm, 10 perc) az üledéket mostuk éterrel. majd vízben, 
illetve acetonitril/víz elegyben oldottuk és liofilizálás segítségével izoláltuk.  
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5.1.3. Peptidek szintézise Boc/Bzl módszerrel 
A peptidek egy részét Boc/Bzl stratégia alkalmazásával manuálisan állítottuk el   
4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyantán (kapacitás: 1,1mmol/g). A peptidek C-terminálisát 
amid formában kapjuk e gyantáról való hasítás után. A felhasznált N -Boc-aminosavakat a 22. 
táblázat foglalja össze. 
   22. táblázat. Boc/Bzl stratégia során alkalmazott Boc-aminosavszármazékok oldallánc véd csoportjai. 




Arg Guanidino tozil Tos 
Thr Hidroxil benzil Bzl (Bn) 
Gly, Ala, ß-Ala, Pro oldallánc véd csoport nélkül 
    
A MBHA gyantára az els  aminosavat amidkötés kialakításával kapcsoltuk. A peptidlánc 
felépítését N,N’-diizopropilkarbodiimid (DIC) és HOBt reagensek segítségével végeztük. Bár 
a Boc/Bzl stratégia során N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCC) alkalmazása gyakoribb, de a 
reagens allergiás reakciót válthat ki, ezért ha helyettesítése lehetséges volt, használatát 
elkerültük. A szintézis egy ciklusának menetét a 23. táblázat foglalja össze. 
23. táblázat. A Boc/Bzl stratégia szerinti peptidszintézis egy ciklusának menete. 
m velet Boc/Bzl szintézis 
Boc hasítás TFA/DCM =1 : 2 v/v (2+20 perc) 
mosás DCM (5x1 perc) 
semlegesítés DIEA/DCM=1 : 9 v/v (5x1 perc) 
mosás DCM (5x1 perc) 
kapcsolás  3ekv.* Boc-Aaa-OH/DIC/HOBt (40-60 perc)  
mosás DCM (5x1 perc) 
ellen rzés ninhidrin-, izatin-teszt 
 *gyantakapacitásra számított mennyiség 
 
A végs  hasítás el tt a peptid-gyantát legalább egy napig vákuum exszikkátorban szárítottuk. 
A hasítást folyékony hidrogén-fluorid segítségével végeztük teflon készülékben 0oC-on.  0,5-
1g peptid-gyantára 10ml HF-ot desztilláltunk p-krezol (0,5g) gyökfogó jelenlétében. 1-1,5 óra 
elteltével a HF-ot vákuum alatt eltávolítottuk és a lehasított peptidet hideg dietil-éterrel (0oC) 
kicsaptuk. Éteres mosást követ en a peptidet tömény ecetsavban vagy 5-10% ecetsav/víz 
elegyben oldottuk, majd liofilizálással izoláltuk. 
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Boc-Gly-
1. TFA / DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 v/v)
2. Boc-Lys(Fmoc)-OH / DIC / HOBt (3ekv.) 
Boc-Lys(Fmoc)-Gly-
1. TFA / DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 v/v)
2. Boc-Pro-OH / DIC / HOBt (3ekv.) 
3. TFA / DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 v/v)
4. Boc-Lys(ClZ)-OH / DIC / HOBt (3ekv.) 
5. TFA / DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 v/v)
6. Boc-Thr(Bzl)-OH / DIC / HOBt (3ekv.) 
Boc-Thr(Bzl)-Lys(ClZ)-Pro-Lys(Fmoc)-Gly-
piperidin / DBU / DMF (2 : 2 : 96 v/v)
Boc-Thr(Bzl)-Lys(ClZ)-Pro-Lys-Gly-
H
59. ábra. Tuftsin-származékok szintézise.
5.1.4. Tuftsin-származékok szintézise 
A tuftsin elágazó láncú hordozó peptideket MBHA gyantán (kapacitás: 1,1mmol/g) 
ortogonális véd csoport kombináció alkalmazásával állítottuk el . Az 59. ábrán bemutatott 
szintézis szerint állítottuk el  az OT20 ([TKPKG]4), OT10 ([TKPKG]2), és T6 (GTKPKG) 
származékokat. A szabad aminocsoportot 
tartalmazó lizin oldalláncokat 
antituberkulotikum származékokkal (pl. 
[TKPK(INH-CH2-CO)G]4) vagy klórecetsav-
pentaklórfenil-észterrel reagáltattuk szilárd 
fázison. A gyantáról való hasítást egy napi 
vákuum exszikkátoros szárítás el zte meg. A 
hasítást folyékony hidrogén-fluorid segítségével 
végeztük teflon készülékben 0oC-on.  0,5-1g 
peptid-gyantára 10ml HF-ot desztilláltunk p-
krezol (0,5g) gyökfogó jelenlétében. 1-1,5 óra 
elteltével a HF-ot vákuum alatt eltávolítottuk és 
a lehasított peptidet hideg dietil-éterrel (0oC) kicsaptuk. Éteres mosást követ en a peptidet 
tömény ecetsavban vagy 5-10% ecetsav/víz elegyben oldottuk, majd liofilizálással izoláltuk. 
 
5.1.5. Tioéterkötést tartalmazó peptidkonjugátumok szintézise 
5.1.5.1.  Klóracetilezett hordozó molekulák szintézise 
 
Ciszteinnel hosszabbított peptideket tioéterkötésen keresztül kapcsoltuk 
klóracetilcsoportot tartalmazó hordozó molekulákhoz.  
A hordozó molekulák klóracetilezését klórecetsav-pentaklórfenil-észter (ClAc-OPcp) 
reagens segítségével állítottuk el . A ClAc-OPcp reagens szintézise során pentaklórfenolt és 
klórecetsavat etilacetátban oldottunk (0,1mol; c=2mol/dm3), majd 0oC-on összeöntöttük DCC 
etilacetátos oldatával (0,1mol; c=2mol/dm3). A fehér csapadék kiválása után 
szobah mérsékleten további 24 óráig kevertettük az elegyet, majd 0oC-ra való visszah tés 
után sz rtük. A sz rletet háromszor kiráztuk 5%-os NaHCO3 oldattal, kétszer vízzel és 
egyszer telített NaCl oldattal. Ezután az oldatot szárítottuk (MgSO4) és vákuum alatt 
_______________________________________________________________________________________ 79
bepároltuk. A kapott fehér csapadékot metanolból kristályosítottuk át, majd meghatároztuk az 











60. ábra.  Klórecetsav-pentaklórfenil-észter (ClAc-OPcp) reagens el állítása. 
 
Az OT20 tuftsin-származék klóracetilezését szilárd fázison végeztük. A szabad 
aminocsoportra nézve 3 ekvivalens ClAc-OPcp aktív észtert oldottunk NMP-ban és 24 órán át 
kevertettük szobah mérsékleten. Negatív Kaiser-teszt után a peptidet hasítottuk a gyantáról a 
fent leírt módszerek szerint, majd félpreparatív RP-HPLC tisztítás után elvégeztük a kapott 
OT20(ClAc) származék analízisét (Mav számított=2180,3; Mav mért=2180,6; Rt=22,9 perc). 
A SAK és EAK polipeptidek klóracetilezett származékait oldatban állítottuk el . A 
polimert (10mg) 1ml vízben oldottuk és 5ml DMF-dal hígítottuk. A számított mennyiség  
klórecetsav-pentaklórfenil-észtert (25% a monomer molekulatömegére számítva) 4ml DMF-
ban oldottuk. Összeöntés után az elegyet szobah mérsékleten, egy éjszakán át kevertettük, 
majd vízzel szemben dializáltuk (Pierce dialízis hártya, 10.000 MWCO). A kapott vizes 












Cl Cl  
61. ábra. Hordozó peptidek és polimerek klóracetilezése 
A kapott polimerek klórtartalmát módosított Schöniger égetéses módszer [196] szerint 
határoztuk meg (ld. x. fejezet). ClAc-SAK esetében a klórtartalom alapján számított 
szubsztitúciófok 21%, ClAc-EAK esetében 15% volt. 
 
5.1.5.2.  Cisztein tartalmú peptidek konjugációs reakciót megel z  dimerizációs 
vizsgálata 
A cisztein tartalmú peptidek bázikus közegben diszulfidhidon keresztül dimereket 
képezhetnek, mely reakció verseng a tioéterkötés kialakulásával. A konjugálás el tt ezért 
dimerizációs próbát végeztünk, hogy a reakció körülményeit meghatározhassuk. A 
dimerizációs próbát 0,1M TRIS-pufferben (pH=8,3) végeztük (c=1mg/ml) zárt 
reakcióedényben. A peptidekb l 1mg/ml koncentrációjú oldatot szobah mérsékleten 
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kevertettünk és óránként 50 l mintát vettünk. A mintához 1,1 ekvivalens N-etilmaleimidet 
adtunk, majd  RP-HPLC analízist végeztünk (gradiens: 5B%, 5 perc, 5-60B%, 35 perc). A 
csúcs alatti területek alapján meghatároztuk a dimer, illetve monomer arányát. A terméket 
frakciószedés után tömegspektrometriával azonosítottuk.  
 
5.1.5.3. A tioéterkötés kialakítása 
A tioéterkötés kialakítása a konjugálandó peptid szabad ciszteinjének tiolcsoportja és a 
hordozó peptiden illetve polimeren kialakított klóracetilezett aminocsoportok között történik 













62. ábra. Klóracetilezett hordozó peptidek és polimerek reakciója cisztein tartalmú peptidekkel. 
 
5-10mg hordozó OT20 tuftsin-származékot 2-5ml 0,1M TRIS-pufferben (pH=8,3) 
oldottunk. Az oldatot argon segítségével oxigénmentesítettük, majd a konjugálandó peptidet a 
klóracetilcsoportokra számított kétszeres moláris feleslegben kis részletekben adagoltuk. Az 
oldatból óránként mintát vettünk és analitikai RP-HPLC segítségével követtük a reakciót. A 
konjugálás 12-24 óra alatt ment végbe. Ezután az oldatot félpreparatív eljárással RP-HPLC 
segítségével tisztítottuk és analizáltuk. (Mav számított=4005,8; Mav mért=4006,0; Rt=26,2 
perc). 
A klóracetilezett SAK és EAK polimerekb l 5-10mg-ot 10-20ml 0,1M TRIS-pufferben 
(pH=8,3) oldottunk és a konjugálandó peptidet kis részletekben 3-4 óra alatt 10-15 percenként 
adtuk az oldathoz. A konjugálandó peptidet a klórtartalomra számított 20%-os feleslegben 
alkalmaztuk. A teljes peptidmennyiség hozzáadása után a reakcióelegyet 12 órán át 
kevertettük. Az el nem reagált klóracetilcsoportokat a klórtartalomra számított 5 ekvivalens 
cisztein hozzáadásával semlegesítettük. A kapott terméket 2 napig desztillált vízzel szemben 
dializáltuk, majd a konjugátumot liofilizálással izoláltuk. A konjugátumok szubsztitúciófokát 
aminosavanalízis segítségével határoztuk meg. A (SAK(91-106) esetében a szubsztitúciófok 
15% volt, EAK(91-106) esetében 12%. 
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5.1.6. Antituberkulotikum – peptidkonjugátumok szintézise 
5.1.6.1. Izoniazid (INH) – peptidkonjugátumok szintézise 
Az izoniazid-konjugátumok el állítására két szintézis utat fejlesztettünk ki. Az els  
módszerben peptidaldehidet állítottunk el  szerin N-terminálisú peptidb l és ezt reagáltattuk 
izoniaziddal oldat fázisban. A másik szintézisben el ször az izoniazidból glioxilsavval 
származékot állítottunk el , melyet szilárd fázison kapcsoltunk peptidekhez.   
A szerin N-terminálisú 91SEFAGAGFVRAGAL104 vagy S-91SEFAYGSFVRTVSLPV106 
peptidet 1% NaHCO3 oldatban (pH=8,3) oldottuk 5mg/ml koncentrációban. A szelektív 
oxidációt 4ekv. NaIO4-tal végeztük. Az oldathoz gyökfogóként 10ekv. metionint adtunk. 50 
perc kevertetés után a reakciót 10ekv. etilén-glikol hozzáadásával állítottuk le. A 
reakcióelegyet RP-HPLC segítségével tisztítottuk. Liofilizálás után a peptidaldehidet 0,1M 
NH4OAc-ban (pH=4,6) oldottuk (c=10mg/ml), majd 10ekv. izoniazid acetonitriles oldatát 
adtuk hozzá (c=10mg/ml). 60 perc kevertetés után a reakcióelegyet RP-HPLC segítségével 
tisztítottuk, majd a kapott hidrazon származékot liofilizálás után kémiailag jellemeztük. 
INH=CH-CO-92EFAGAGFVRAGAL104 (Mav számított=1438,8; Mav mért=1438,8; Rt=29,8 
perc). INH=CH-CO-91SEFAYGSFVRTVSLPV106: (Mav számított=1932,0; Mav mért=1932,0; 
Rt=31,4 perc) 
A másik módszerben 10mmol (1,37g) izoniazidot 10ml acetonitril/víz (1 : 4 v/v) 
elegyben oldottunk és hozzáadtuk a glioxilsav-monohidrát vizes oldatát (10mmol; 0,92g / 
2ml). 60 perc kevertetés után a kiváló fehér csapadékot sz rtük és mostuk vízzel. A terméket 
vákuum exszikkátorban szárítottuk P2O5 felett (kitermelés: 97%). Ezután meghatároztuk a 
termék olvadáspontját (Op: 204,5-205,0oC) és monoizotópos molekulatömegét (Mmo 
számított=193,1; Mmo mért=193,0). Izonikotinoilhidrazono-ecetsavat (9mmol; 1,75g) 15ml 
absz. metanolban szuszpendáltunk, majd ekvimoláris mennyiségben hozzáadott NaBH3CN 
(9mmol; 0.57g) segítségével redukáltuk. 12 óra kevertetés után az oldatot vákuum alatt 
szárazra pároltuk, majd metanolból átkristályosítottuk (kitermelés: 92%). Ezután 
meghatároztuk az így el állított izonikotinoilhidrazino-ecetsav olvadáspontját (Op: 192,5-
193,0oC) és monoizotópos molekulatömegét (Mmo számított=195,1; Mmo mért=195,0). A 
terméket szilárd fázison kapcsoltuk Boc/Bzl, illteve Fmoc/tBu stratégiával el állított peptidek 
N-terminálisához, illetve lizin -aminocsoportjához. A gyantakapacitásra számított 5 
ekvivalens izonikotinoilhidrazino-ecetsavat, DIC és HOBt reagenseket NMP-ban oldottuk és a 
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peptid-gyantához adtuk. 1 óra elteltével a kapcsolás végbemenetelét Kaiser-teszt segítségével 
ellen riztük. A gyantáról való hasítást és a termék feldolgozását az 5.1.2 és 5.1.3. fejezetekben 
ismertetett módszerek szerint végeztük. A tisztított terméket analitikai RP-HPLC, 
tömegspektrometria és aminosavanalízis segítségével jellemeztük. Az analízis eredménye a 
10. táblázatban található. 
 
5.1.6.2. p-Aminoszalicilsav (PAS) – peptidkonjugátumok szintézise  
p-Aminoszalicilsavat szilárd fázison kapcsoltuk Fmoc/tBu stratégia szerint felépített 
peptidek N-terminálisához. A gyantakapacitásra számított 5 ekvivalens mennyiségben PAS-t 
és 5 ekvivalens DIC/HOBt reagenseket NMP-ban oldottunk és hozzáadtuk a szabad 
aminocsoportot tartalmazó peptid-gyantához. 1 óra kevertetés után mostuk és szárítottuk a 
gyantát, majd TFA segítségével lehasítottuk a PAS-peptidkonjugátumot a fent leírt módszerek 
szerint (5.1.2. fejezet). A kapott terméket RP-HPLC segítségével tisztítottuk, liofilizáltuk majd 
kémiailag jellemeztük analitikai RP-HPLC, aminosavanalízis és tömegspektrometria 
segítségével (az analízis eredménye a 11. táblázatban található). 
 
5.1.6.3. Pirazinamid (PZA) – peptidkonjugátumok szintézise 
Pirazinkarbonsavat (PZC) szilárd fázison kapcsoltuk peptidek N-terminálisához, illetve 
lizin -aminocsoportjaihoz, DIC és HOBt reagensek segítségével (gyantakapacitásra számított 
5 ekvivalens mennyiségben) amidkötés kialakításával. A kapcsolást Kaiser-teszttel 
ellen riztük. A kapott pirazinamid-konjugátumot a gyantáról HF, illetve TFA segítségével 
hasítottuk attól függ en, hogy a peptidlánc felépítése során Boc/Bzl vagy Fmoc/tBu 
véd csoport-kombinációt alkalmaztunk (5.1.2 és 5.1.3. fejezetek). A terméket tisztítottuk (RP-
HPLC), majd kémiailag jellemeztük. Az analitikai RP-HPLC és tömegspektrometria során 
kapott eredmények a 12. táblázatban találhatóak. 
 
5.1.6.4. DUT69 – peptidkonjugátumok szintézise 
TKPKGTKPKG (OT10) peptid-gyantát (Rink-amid MBHA gyanta, kapacitás: 
0,70mmol/g) a gyantakapacitásra számított 3 ekvivalens Boc-aminooxiecetsavval reagáltattuk 
3 ekvivalens PyBOP, 3 ekvivalens HOBt és 6 ekvivalens DIEA jelenlétében. Egy óra 
kevertetés után negatív Kaiser-teszt esetén a peptid-gyantát mostuk DCM-nal, majd 
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szárítottuk. A hasítás során 100mg peptid-gyantát TFA/H2O (4,75ml : 0,25ml) eleggyel 
kevertettük 1,5 órán át. A hasítás után a keveréket sz rtük, majd a peptidet hideg (0oC) dietil-
éterrel kicsaptuk. Centrifugálás után (2000rpm, 10 perc) az üledéket vízben oldottuk, majd 
liofilizáltuk. Az aminooxi-származékok acetonnal reagálnak, ezért annak használatát mindig 
kerültük és a fagyasztást aceton/szárazjég elegy helyett folyékony nitrogénnel végeztük. (Mav 
számított=1114,3; Mav mért=1114,2). 
50mg NH2-O-CH2-CO-T10 peptidszármazékot 2ml piridin/MeOH/H2O (1 : 4 : 1 v/v) 
elegyeben oldottunk. Az oldathoz 4 ekvivalens DUT69 (Mmo=229,3) származékot adtunk, 
majd 2 órán keresztül szobah mérsékleten kevertettük. Ezután az oldathoz 0,1% TFA/víz 
elegyet öntöttünk és a kiváló csapadékot (DUT69 származék feleslege) sz rtük. A sz rletet 
vízzel négyszeresére hígítottuk és RP-HPLC segítségével tisztítottuk. A terméket 
liofilizálással izoláltuk, majd kémiailag jellemeztuk analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria 
és aminosavanalízis segítségével. (Mav számított=1323,5; Mav mért=1323,6). 
 
5.1.6.5. DUT44 – peptidkonjugátumok szintézise 
50mg DUT44 (Mmo=436,2) hatóanyagot 2ml DMF-ban oldottunk, majd 3 ekvivalens 
glutáraldehiddel reagáltattunk 5 ekvivalens DIEA jelenlétében. 2 óra kevertetés után az 
oldathoz 0,1% TFA/víz elegyet adtunk és a kiváló sárga csapadékot sz rtük, mostuk vízzel és 
szárítottuk. (Mmo számított=550,3; Mmo mért=550,4). 
Rink-amid MBHA gyantán (kapacitás: 0,70mmol/g) Fmoc/tBu stratégiával felépített 
peptidhez a gyantakapacitásra számított 2 ekvivalens DUT44-O-CO-(CH2)3-CO-OH 
szármezékot adtunk 2 ekvivalens PyBOP, 2 ekvivalens HOBt és 4 ekvivalens DIEA 
jelenlétében. 1,5 óra kevertetés után negatív Kaiser-teszt esetén a peptid-gyantát mostuk 
DCM-nal, majd szárítottuk. A hasítást TFA/tioanizol/víz /EDT/fenol (82,5 : 5 : 5 : 2,5 : 5 
v/v/v/v/w) eleggyel végeztük (2 óra kevertetés). A hasítás után a keveréket sz rtük, majd a 
peptidet hideg (0oC) dietil-éterrel kicsaptuk. Centrifugálás után (2000rpm, 10 perc) az 
üledéket vízben oldottuk, majd liofilizáltuk. A nyersterméket RP-HPLC segítségével 
tisztítottuk, majd kémiailag jellemeztuk analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria és 




5.1.7. Peptidek és peptidszármazékok tisztítása  
Az el zetesen feldolgozott peptideket és peptidszármazékokat félpreparatív eljárással 
nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC) alkalmazásával tisztítottuk. Knauer 
rendszeren, C18 csoporttal módosított szilika töltet  oszlop felhasználásával egy injektálással 
5-10mg nyersterméket választottunk el a szennyezéseit l. Apolárosabb peptidek esetében C4 
csoporttal módosított oszlopot használtunk. A munka során használt oszlopok adatai az 5.1.1. 
fejezetben láthatóak. Az oszlop ekvilibrálásához, illetve az elúcióhoz alkalmazott elegyek a 
következ k voltak: A eluens: 0,1% TFA/víz; B eluens: 0,1% TFA/acetonitril-víz (80 : 20 v/v). 
Az elegyeket a felhasználás el tt vákuum alatt ultrahangos rázatás mellett leveg tlenítettük. 
Minden peptid és peptidszármazék esetében lineáris gradienselúciót alkalmaztunk, a gradienst 
a peptidek és peptidszármazékok hidrofilitása határozta meg. A detektálás UV detektor 
segítségével történt ( =214nm, 280nm). Az elválasztásokat szobah mérsékleten végeztük, a 
folyássebesség 4ml/perc volt. A mintát A eluensben oldottuk, 2,5-5mg/ml töménységben. Az 
oszlopra 2ml oldatot injektáltunk. A f komponenst tartalmazó oldatból az acetonitrilt vákuum 
alatt elpárologtattuk és a maradék vizes oldatot liofilizáltuk. 
 
5.1.8. Peptidek, peptidkonjugátumok és hatóanyagok analitikai jellemzése 
5.1.8.1. Analitikai RP-HPLC vizsgálatok 
A vizsgálandó vegyületek homogenitását analitikai RP-HPLC vizsgálattal elemeztük. 
Knauer készülék, fordított fázisú, C18, illetve C4 oszlopok felhasználásával, analitikai 
eljárással (az oszlopok adatai az 5.1.1. fejezetben találhatóak). Az oszlopok ekvilibrálásához, 
illetve az elúcióhoz a következ  elegyeket alkalmaztuk: A eluens: 0,1% TFA/víz; B eluens: 
0,1% TFA/acetonitril-víz (80 : 20 v/v). Az A eluensben oldott 0,5-1,0mg/ml töménység  
mintákból az oszlopra 20 l-t injektáltunk. Minden peptid és peptidszármazék esetében lineáris 
gradienselúciót alkalmaztunk (leggyakrabban 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc). Az áramlási 
sebesség 1ml/perc volt. A detektálás abszorbancia mérésével ( =214, 280nm) történt.  
 
5.1.8.2. Aminosavanalízis 
100-200 g peptidet, illetve peptidszármazékot 6M sósavval, 110oC-on, 24 óra alatt 
evakuált cs ben hidrolizáltunk, majd a hidrolizátumból az aminosavösszetételt SYKAM S-433 
automata aminosavanalizátor segítségével állapítottuk meg. Az aminosavanalíziseket  
Dr. Medzihradszky Schweiger Hedvig és Dr. B sze Szilvia végezte.   
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5.1.8.3. Peptidek cisztein tartalmának meghatározása N-etilmaleimiddel  
100 g peptidet 1mg/ml koncentrációban 0,1M TRIS-pufferben (pH=7,0) oldottunk és 
20 l-t injektáltunk azonnal analitikai RP-HPLC-re. A maradék oldathoz N-etilmaleimid 
etanolos oldatát (c=0,1mg/ml) adtuk a tiolcsoportokra számított 1,1 moláris feleslegben. Az 
oldatot 5 percig szobah mérsékleten ultrahangfürd ben rázattuk, majd analitikai RP-HPLC 
segítségével elemeztük Eurospher-100 C18 oszlop felhasználásával (5.1.8.1. fejezet). Az 
alkalmazott gradiens a vizsgált vegyület polaritásától függött. A reakció során keletkezett 
szukcinimid származék retenciós ideje minden esetben eltért a kiindulási peptidét l, így a 
csúcs alatti terület alapján kiszámítható a szabad tiolcsoportot tartalmazó peptid mennyisége. 
A kiindulási anyagokat és a reakció során kapott termékeket tömegspektrometriával 
azonosítottuk.   
 
5.1.8.4. Tömegspektrometria 
A tömegspektrumokat electrospray ionforrással, Bruker Esquire 3000+ típusú ioncsapdás 
készüléken vettük fel. A mintákat 0,1% AcOH-t tartalmazó acetonitril/víz 1:1 (v/v) 
oldószerelegyben oldottuk és 10 l/perc áramlási sebességgel injektáltuk. A spektrumokat 
pozitív módban, 50-3000 m/z tartományban, 13,000 m/z/sec mintavételi sebességgel vettük fel.  
 
5.1.8.5. Elemanalízis 
A vegyületek elemanalízisét Dr. Medzihradszky Schweiger Hedvig végezte VARIO EL 
III automata elemanalizátor segítségével. 
A polimer hordozók klórtartalmának meghatározását Kiskó Mária végezte módosított 
Schöniger égetéses módszer alkalmazásával [196].  
 
5.1.8.6. Olvadáspont meghatározás  
A vegyületeket achátmozsárban való elporítás után egyik végén leforrasztott 
üvegkapillárisba töltöttük. Az olvadáspontot Büchi 530 készülék segítségével határoztuk meg 






A hatóanyagok, illetve konjugátumok fluoreszcens spektrumát FS900CD 
spektrofluoriméter segítségével vettük fel. A méréseket Dr. Csík Gabriella (SOTE, Biofizikai 
Intézet) végezte. A minták gerjesztése Xe lámpával, a jelek detektálása Hammamatsu 
“photomultiplier”(R955) alkalmazásával történt. A monokromátor felbontása 0,5 nm volt. A 
10-3mol/dm3 koncentrációjú (DMSO) törzsoldatokat HPMI médiummal 100-szorosára 
hígítottuk, majd a spektrumokat 1cm-es küvettában, szobah mérsékleten vettük fel. 
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5.2. In vitro kísérletek 
5.2.1. Az in vitro kísérletek során használt vegyszerek, eszközök, m szerek 
 
Anyagok,  vegyszerek 
 




marha szérum albumin 
(bovine serum albumin) BSA 
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolium) 
bromid MTT 
tripánkék, DMSO, Sigma fast OPD, ionomycin, 
monensin, szaponin, gentamicin, L-glutamin  
Sigma 





Humán IFN-  standard IFN-  EuroClone (Paignton, Anglia) 
magzati borjú savó (foetal calf serum) FCS Gibco (Paisly, Anglia) 
Ficoll-Hypaque  Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) 
H2O2, HCl, NaN3, NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, 
Na2CO3, NaHCO3, MgCl2, citromsav, etanol 




Elnevezés Gyártó cég 
monoklonális anti-humán IFN- antitest 
biotinált monoklonális anti-humán IFN-  antitest 
PE-konjugált monoklonális anti-humán IFN-  antitest 
PE-konjugált monoklonális anti-humán CD25 antitest 
BD Bioscience 
(San Jose, CA, USA) 
FITC-konjugált monoklonális anti-humán CD4 antitest 
avidin-peroxidáz (EC 1.11.1.7) 
Sigma 
(St.Louis, MO, USA) 




Összetétel Rövidítés, jelzés pH 
0,01M foszfát puffer + 0,1M NaCl PBS 7,4 
2-amino-2-hidroximetil-propán-1,3-diol TRIS 7,0 és 8,3 
4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etánszulfonsav HEPES 7,4 
9mMglükóz, 10mM NaHCO3, 119mmM NaCl, 9mM HEPES, 5mM KCl, 
0,85mM MgCl2, 0,053mM CaCl2, 5mM Na2HPO4x2H2O 
HPMI 7,4 
RPMI-1640 szövettenyészt  médium RPMI 7,4 




Elnevezés Gyártó cég 
25cm2, 75cm2, 175cm2 szövettenyészt  flaska 
24, 96 lyukú letapadó és szuszpenziós 
szövettenyészt  lemez 
1ml, 5ml, 10ml, 50ml szerológiai pipetta 




96 lyukú MaxiSorp mikrotitrációs "flat-bottom" lemez Nunc (Roskilde, Dánia) 
Millex 0,22 m sz r  Millipore (Cork, Írország) 
1ml-es fecskend  Terumo (Leuven, Belgium) 
27G t  BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
 
M szerek,  programok 
 
Elnevezés Gyártó cég 
ELISA lemez leolvasó spektrofotométer Labsystem (Helsinki, Finnország) 
Sedival fénymikroszkóp Carl Zeiss (Jena, Németország) 
ESCO Labculture lamináris fülke (Class II) Esco (Hatboro, PA, USA) 
Multifuge 3 S-R centrifuga 
Hera Cell inkubátor 
Hereaeus 
(Hanau, Németország) 
FACSCalibur áramlási citométer 
BD LSR II áramlási citométer 
DiVa FCS 3.0 program 
CellQuest program 
BD Biosciences 
(San Jose, CA, USA) 
ImmunoSpot lemez leolvasó készülék 










63. ábra. PBMC prepar álás Ficoll segítségével.
5.2.2. Sejtek izolálása, sejtvonalak fenntartása 
A következ  fejezetben ismertetem a munka során alkalmazott sejtek preparálásának 
menetét, illetve a sejtvonalak fenntartásának körülményeit. 
 
5.2.2.1. PBMC (perifériás vérb l származó monomorfonukleáris sejtek) izolálása 
10-15ml alvadásgátolt vénás vért (vérvételi cs : Vacuette 3,5ml 9NC Na-citrát 3,2%) 
kétszeresére hígítottunk RPMI-1640 szérummentes médiummal. A hígított vért 15ml-es 
centrifuga-csövekben Ficoll-Hypaque fölé rétegeztük (3ml Ficoll + 6ml hígított vér), majd 30 
percig centrifugáltuk (2000rpm, 18oC, fékezés nélkül) [213].  
Az elvált limfocita réteget (63. ábra) Pasteur-pipetta 
segítségével 15ml-es centrifuga-cs be szedtük, majd 
mostuk RPMI-1640 szérummentes médiummal 
(1500rpm, 10 perc, 18oC). A felülúszó leöntése után a 
kapott pelletet felszuszpendáltuk, majd a sejteket ismét 
mostuk szérummentes médiummal (1000rpm, 15 perc, 
18oC). Ezután a sejteket 2ml RPMI-1640 teljes 
médiumban2 vettük fel. A sejtszámot Bürker-kamrában határoztuk meg (általában 10 l 
sejtszuszpenziót 190 l 0,4% tripánkék oldattal hígítottunk). A sejteket ezután 24 vagy 96 
lyukú szuszpenziós szövettenyészt  lemezekre osztottuk a kísérleteknek megfelel  
sejtszámmal.  
 
5.2.2.2. Egér csontvel i sejtek preparálása és differenciáltatása 
11 hetes Balb/c n stény egerekb l származó femur (combcsont) és tibia (sípcsont) 
csontokat 70%-os etanolban sterilizáltuk (0,5 perc), majd steril PBS pufferbe (pH=7,4) tettük. 
A csontvégek levágása után a csontvel t 27G-s t vel átmostuk (steril PBS), majd centrifugálás 
után (1000rpm, 5 perc) a sejteket 5ml R10/M-CSF fenolvörös nélküli médiumban vettük fel. 
Az R10/M-CSF médium összetétele a következ  volt: fenolvörös nélküli RPMI-1640; 10% 
FCS; 10mM HEPES; 0,160 mol/ml gentamicin; 2,5 g/ml rMu M-CSF (makrofág-
kolóniastimuláló faktor). A sejteket ezután 19G-s t  segítségével homogenizáltuk, majd steril 
                                                          
2 A teljes RPMI-1640 médium 10% FCS-t (h vel inaktivált magzati borjú szérum, foetal calf serum), L-glutamint 
(2mM) és gentamicint (160 mol/ml) tartalmazott 
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65. ábra. HepG2 sejtvonal mikroszkópos képe
Petri-csészékbe osztottuk. A sejteken 3 naponta cseréltük a médiumot úgy, hogy a nem-
letapadó sejteket óvatosan a médiummal együtt eltávolítottuk [214-216].  
 
64. ábra. Egér csontvel i sejtek differenciálódása M-CSF hatására, fénymikroszkópos felvételek. 
 
A makrofág kolóniastimuláló faktor (M-CSF) hatására a sejtek differenciálódtak, ami a 
mikroszkópos felvételeken jól látszik (64. ábra). Két hét elteltével a differenciálódott sejteket 
szövettenyészt  lemezekre osztottuk és citotoxicitási és sejtfelvételi vizsgálatokat végeztünk. 
A citotoxicitási vizsgálatokhoz 96 lyukú Sarstedt letapadó sejtekhez való lemezeket 
használtunk és lyukanként 104 sejtszámot alkalmaztunk.  
 
5.2.2.3. HepG2 – humán hepatoma sejtvonal fenntartása 
A humán máj eredet  hepatokarcinoma HepG2 sejtvonalat [217, 218] (ATCC HB-8065) 
150ml-es szövettenyészt  flaskában tenyésztettük RPMI-1640 teljes médiumban, 37oC-on, 5% 
CO2 atmoszférában. A teljes médium 10% FCS-t, L-
glutamint (2mM) és gentamicint (160 g/ml) 
tartalmazott. A sejteket kétnaponta passzáltuk. A 
sejtszámot Bürker-kamrában határoztuk meg 0,4%-os 
tripánkék oldat alkalmazásával. A citotoxicitási 
vizsgálatokhoz a logaritmikus növekedési szakaszban 
lév  sejteket 96 lyukú letapadó szövettenyészt  
lemezre osztottuk. 
 
5.2.2.4. MonoMac6 – monocita sejtvonal fenntartása 
A humán monocitikus MonoMac6 sejtvonalat [219-221] a German Collection of 
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Németország) forgalmazza. A 
szuszpenziós sejteket 150ml-es szövettenyészt  flaskában tenyésztettük RPMI-1640 teljes 
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66. ábra. MonoMac6 sejtvonal
mikroszkópos képe.
médiumban. A teljes médium 10% FCS-t, L-glutamint (2mM) és 
gentamicint (160 g/ml) tartalmazott. A sejteket 37oC-on, 5% CO2 
atmoszférában tartottuk.. A citotoxicitási és sejtfelvételi vizsgálatok 
el tt a logaritmikus növekedési fázisban lév  sejteket 24 illetve 96 
lyukú szuszpenziós szövettenyészt  lemezekre osztottuk. 
 
5.2.3. Az izolált PBMC sejtek stimulálása epitóp peptidekkel és konjugátumokkal  
A teljes, alvadásgátolt vérb l a kísérlet napján izolált  PBMC sejteket 96 lyukú, U-aljú 
szuszpenziós lemezre osztottuk (1,5×105 sejt/225 l RPMI-1640 teljes médium). A 
vizsgálandó peptideket és peptidszármazékokat RPMI-1640 szérummentes médiumban 
oldottuk és 0,22 m sz r vel steril oldatokat készítettünk. Az oldatokból 25 l-t adtunk a 
sejtszuszpenzióhoz úgy, hogy a végkoncentráció 25μM és 12,5μM legyen. A pozitív kontroll 
0,5 g/ml PHA (fitohemagglutinin) mitogén volt, amely a sejtek (els sorban limfociták) DNS 
szintézisének és osztódásának fokozódását - nem antigénspecifikus módon - indukálja.  
Negatív kontrollként 25 l szérummentes médiumot adtunk a sejtekhez. 24 és 48 óra inkubálás 
után (37oC, 5% CO2) a sejtekr l 100μl felülúszót szedtünk, amit az ELISA teszt elvégzéséig -
80oC-on tároltunk. 
 
5.2.4. PBMC sejtek által termelt IFN-  meghatározása ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) módszerrel  
A sejtek által termelt IFN-  mennyiségét enzimkötött immunesszé (ELISA) segítségével 
határoztuk meg a felülúszóból. 96 lyukú NUNC Maxisorp lemezt lyukanként 50 l 2 g/ml 
monoklonális anti-humán IFN-  antitesttel érzékenyítettünk egy éjszakán keresztül 4oC-on. 
Ezután a lemezt kétszer mostuk 0,05% Tween-20/PBS pufferrel (200 l/lyuk), majd a nem-
specifikus köt helyeket 10% FCS/PBS oldattal blokkoltuk (200 l/lyuk, 2 óra, 25oC). Mosás 
után (2×200 l/lyuk; 0,05% Tween-20/PBS) hozzáadtuk a -80oC-on tárolt vagy frissen 
eltávolított 100 l felülúszókat, illetve az IFN-  standard oldatokat3. 
                                                          
3 Az 1 g/ml koncentrációjú IFN-  törzsoldatból a hígítást 10% FCS/0,05% Tween-20/PBS oldattal végeztük. A 
legnagyobb végkoncentráció 10000pg/ml volt. Ebb l 3-szoros továbbmen  hígítással állítottuk el  a további 
3333pg/ml; 1111pg/ml; 370pg/ml; 123pg/ml; 41pg/ml és 14pg/ml koncentrációjú oldatokat. Az IFN-  
koncentráció és a mérés során kapott OD adatokra másodfokú függvényt illesztettünk és a parabola egyenletéb l 
számítottuk ki a PBMC sejtek által termelt IFN-  mennyiségét. 
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68. ábra. Enzimkötött immunospot (ELISPot).  
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67. ábra. Enzimkötött immunesszé (ELISA) 
2 óra elteltével (25oC) a lemezt mostuk (4×200 l/lyuk; 
0,05% Tween-20/PBS), majd lyukanként 100 l 
biotinált monoklonális anti-humán IFN-  antitestet 
adtunk 1 g/ml végkoncentrációban (1 óra, 25oC). 
Mosást követ en (6×200 l/lyuk; 0,05% Tween-
20/PBS) avidin-peroxidázt pipettáztunk a lemezre 
(1 l/ml, 100 l/lyuk). 30 perc inkubálás (25oC) után 
mostuk a lemezt (8×200 l/lyuk; 0,05% Tween-
20/PBS), majd hozzáadtuk a peroxid tartalmú 
szubsztrát oldatot (100 l/lyuk), melyet Sigma fast OPD  
tablettából készítettük 20ml vízzel. A lemezt sötétben 
inkubáltuk a szín megjelenéséig, majd a reakciót 50 l 
3M HCl hozzáadásával állítottuk le. A szín intenzitását (OD, optical density) ELISA lemez 
leolvasó spektrométer segítségével határoztuk meg =492nm-en  
 
5.2.5. PBMC sejtek által termelt IFN-  meghatározása ELISpot (enzyme-linked 
immunospot) teszttel 
Az ELISpot kísérleteket a MABTECH készlet (Nacka Strand, Svédország) segítségével 
végeztük (Human Interferon-  ELISpotPRO kit). A készlet tartalmazza az IFN-  antitesttel 
kötött lemezt, a pozitív kontrollt, biotinilált IFN-  antitestet, alkalin foszfatázzal konjugált 
detektáló antitestet és a szubsztrát oldatot. Az IFN-  antitesttel kötött ELISpot lemezt steril 
PBS pufferrel (pH=7,4) mostuk (200 l/lyuk), majd 10% 
FCS-t tartalmazó médiummal blokkoltuk (200 l/lyuk, 
45 perc). A lemezre 2×105 PBMC sejtet osztottunk 
100 l teljes médiumban, majd hozzáadtuk a 
médiumban oldott peptideket (c=10 g/ml), 
peptidkeverékeket (c=3 g/ml), ESAT6+CFP10 
fehérjekeveréket (c=5 g/ml), rekombináns fehérjéket 
(c=5 g/ml), illetve a pozitív kontrollt (c=ng/ml). 16 óra 
inkubálás (37oC, 5% CO2) után a sejteket eltávolítottuk, 
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majd a lemezt ötször mostuk PBS pufferrel. Ezután hozzáadtuk az alkalin foszfatáz enzimmel 
konjugált detektáló antitestet (mAb 7-B6-1, 1:2000 hígítás, 100 l/lyuk) és 2 órán át 
szobah mérsékleten inkubáltuk a lemezt. Mosás (5×200 l PBS/lyuk) után 100 l szubsztrát 
oldatot (BCIP/NBT-plus) pipettáztunk a lyukakba és a színes pöttyök (spots) megjelenését 
követ en (kb. 10-15 perc) csapvízzel mostuk a lemezt, majd szárítottuk. A lemez leolvasását 
szabad szemmel, vagy Image Acquisition 4.5 és ImmunoSpot 3.2 programok segítségével 
végeztük.  
  
5.2.6. PBMC sejtek stimulálása és az intracelluláris IFN-  meghatározása áramlási 
citometriával 
A PBMC sejteket 24 lyukú szuszpenziós lemezre osztottuk (5×105 sejt/950 l RPMI-
1640 teljes médium). A vizsgálandó epitóp peptidekb l és peptidszármazékokból steril 
oldatokat készítettünk RPMI-1640 szérummentes médiummal és 50 l-t adtunk a 
sejtszuszpenzióhoz úgy, hogy a végkoncentráció 50μM és 25μM legyen. Pozitív kontrolként a 
sejteket 10ng/ml PMA és 1 g/ml ionomycin oldattal stimuláltuk. Negatív kontrollként 50 l 
szérummentes médiumot adtunk a sejtekhez. 2 óra inkubálás után (37oC, 5% CO2) a sejtekhez 
fehérje transzport gátló monensin (30 l, 1mM) oldatot adtunk. 6, 16 és 24 óra elteltével 
áramlási citometriával határoztuk meg az intracelluláris IFN-  mennyiségét. 
Centrifugálás (2000rpm, 5 perc) után eltávolítottuk a felülúszót, majd a sejtekhez 
lyukanként 5 l FITC-konjugált monoklonális anti-humán CD4 antitestet adtunk (10 perc, 
4oC). Mosás (1% h vel inaktivált FCS / 0,2mg/ml NaN3 / PBS) után  a sejteket fixáltuk 100 l 
4% paraformaldehid tartalmú PBS pufferrel 30 percig (25oC). Ezután a sejteket mostuk és 
permeabilizáltuk 0,1% szaponin tartalmú permeabilizáló pufferrel (1% FCS / PBS). Az 
intracelluláris IFN-  jelöléshez a sejteket lyukanként 3 l PE-konjugált anti-humán IFN-  
antitesttel inkubáltuk 1 óráig 4oC-on. Mosás után a sejteket FacsFlow folyadékban vettük fel 
és FACSCalibur áramlási citométerrel analizáltuk. A kapott eredményeket CellQuest program 
segítségével értékeltük.   
 
5.2.7. T-sejt proliferáció vizsgálata áramlási citometriával 
PPD+ egészséges donor véréb l preparált PBMC sejteket hideg PBS pufferrel mostuk 
(2000rpm, 5 perc). A felülúszó leöntése után a sejteket 1ml PBS-ben felszuszpendáltuk majd 
_______________________________________________________________________________________ 94
2,5 M (1,39mg) CF-SE (5(6)-karboxifluoreszcein-diacetát N-szukcinimid-észter) reagenst 
adtunk a sejtszuszpenzióhoz [57, 58]. 10 perc 37oC-on való inkubálás után a reakciót 5% 
FCS/PBS hozzáadásával állítottuk le. Mosást követ en (2×PBS) a sejteket 24 lyukú 
szövettenyészt  lemezre osztottuk (5×105 sejt/ml/lyuk) RPMI-1640 teljes médiumban. A 
sejtekhez ezután hozzáadtuk a vizsgálandó peptidek / konjugátumok steril oldatát 25 M 
végkoncentrációban. Pozitív kontrollként a sejtekhez 0,5 g/ml PHA-t adtunk. 6 nap (37oC, 
5% CO2) elteltével a sejteket lecentrifugáltuk (2000rpm, 5 perc), FacsFlow folyadékban 
felvettük és FACSCalibur áramlási citométerrel analizáltuk. A kiértékelést CellQuest 
programmal végeztük. 
  
5.2.8. T-sejt stimuláció vizsgálata CD25 korai aktivációs marker jelölésével 
A preparált PBMC sejteket 24 lyukú szövettenyészt  lemezre osztottuk (5×105 
sejt/ml/lyuk) RPMI-1640 teljes médiumban. A vizsgálandó peptidb l és konjugátumból steril 
oldatokat készítettünk és 25 M végkoncentrációban a sejtekhez adtuk. Pozitív kontrollként a 
sejteket 0,5 g/ml PHA reagenssel stimuláltuk. 3, 6, 12 és 24 óra inkubálás (37oC, 5% CO2) 
után a sejteket lecentrifugáltuk (2000rpm, 5 perc). A korai aktivációs marker jelöléséhez a 
sejtekhez 5 l PE-konjugált monoklonális anti-humán CD25 antitestet adtunk (10 perc, 4oC) 
[198-200]. A sejteket ezután mostuk (1% FCS / 0,2mg/ml NaN3 / PBS), fixáltuk (100 l 4% 
paraformaldehid / PBS; 30 perc, 4oC), majd permeabilizáltuk (0,1% szaponin / 1% FCS / PBS; 
10 perc, 25oC). Mosás után a sejtekhez 3 l FITC-konjugált monoklonális anti-humán IFN-  
antitestet adtunk. 1 óra 4oC-on való inkubálás után a sejteket mostuk, FacsFlow folyadékban 
felvettük és FACSCalibur áramlási citométerrel analizáltuk. A kiértékelést CellQuest program 
segítségével végeztük.    
 
5.2.9. Minimális inhibiciós koncentráció (MIC) és telepszám (CFU) meghatározása M.
tuberculosis és M. kansasii tenyészeten  
Kísérleteinket az Országos Korányi TBC és Pulmonológiai Intézet területén található 
Bakteriológiai Laboratóriumban (Corden International Magyarország Kft.), Dr. Szabó Nóra 
irányításával és Dávid Sándor közrem ködésével végeztük.  
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), vagy Mycobacterium kansasii 
(ATCC 35775) 4 hetes friss tenyészetéb l golyós lombikban 0,5 Mcfarland (1,5×108 CFU/ml 
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[222] s r ség  szuszpenzió készült Sauton táptalajban. A baktérium szuszpenziót ezután 103-, 
illetve 104-szeresére hígítottuk. 
Növekv hatóanyag-koncentrációt tartalmazó csövek standard számú inokulummal fert zve
MIC = Minimális hatóanyag koncentráció, 
ami gátolja a baktérium növekedését
Szabad szemmel nem látható növekedés:
MIC=20 g/ml




táptalajra oltás, számolható telepek
CFU (telepszám)=4
69. ábra. Minimális inhibíciós koncentráció (MIC) és telepszám (CFU) meghatározása.  
A vizsgálandó vegyületeket DMSO-ban oldottuk, sterilre sz rtük, majd DMSO-dal 
sterilen 10 hígítást készítettünk4. A hatóanyagoldatokból 100 l-t pipettáztunk az 5ml Sula 
folyékony táptalajt (pH=6,5) [12, 13, 223] tartalmazó csövekbe. A csöveket ezután befert ztük 
a hígított baktérium szuszpenzióval (100 l) és 28 napig 37oC-on inkubáltuk. 28 nap elteltével 
meghatároztuk a minimális inhibíciós koncentrációt (MIC), tehát azt a legkisebb hatóanyag 
koncentrációt, ahol szabad szemmel a csövekben nem láttunk baktériumnövekedést 
(zavarosodást). Ezekb l a csövekb l szilárd Löwenstein-Jensen [9, 10] táptalajokra oltottunk 
ki, és 4-6 hét elteltével megszámoltuk a kinövekedett kolóniák számát (CFU, Colony forming 
Unit, telepszám) A telepszámnak a megfelel  baktérium szuszpenzió hígítással való szorzatát 
hasonlítottuk össze a kiindulásként alkalmazott 0,5 Mcfarland szuszpenzió telepszámával 
(1,5.108 CFU/ml). A MIC és CFU értékekeket minden esetben legalább két független 




                                                          
4 INH és INH-konjugátumok esetében (az irodalmi adatok alapján, MICINH=0,02-0,2 g/ml) a vizsgált 
koncentráció tartomány 0,01 – 0,50 g/ml volt. A többi vegyületb l 0,1 – 50 g/ml közötti koncentrációban 






táscitotoxici 1100%  
5.2.10. Citotoxicitás és citosztatikus hatás vizsgálata kolorimetriás tetrazólium (MTT) 
teszt alkalmazásával 
Az antituberkulotikus hatású vegyületek és konjugátumok citotoxicitását vizsgáltuk 
HepG2, MonoMac6 sejtvonalakon, valamint preparált humán PBMC és egér csontvel i 
makrofág sejteken. A citosztatikus hatást HepG2, MonoMac6 és PBMC sejteken vizsgáltunk. 
Mindkét vizsgálatnál a sejtek életképességének meghatározása MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) teszt segítségével történt [224-226]. 
HepG2 és MonoMac6 sejtvonalak esetén a logaritmikus növekedési szakaszban lév  
sejteket 96 lyukú szövettenyészt  lemezre osztottuk 100 l RPMI-1640 teljes médiumban 
(5×103 sejt/lyuk). Az izolált humán PBMC illetve csontvel i eredet  differenciáltatott egér 
makrofágok esetében a vizsgálat napján osztottuk lemezre a sejteket (egér makrofág: 104 
sejt/lyuk, humán PBMC: 5×104 sejt/lyuk) 100 l szérummentes RPMI-1640 médiumban.  
50 l médium eltávolítása után 150 l szérummentes médiumban oldott, sterilre sz rt 
vizsgálandó vegyületet / konjugátumot5 adtunk a sejtekhez 4-8 párhuzamosban és 37oC-on 
inkubáltuk a lemezt. 3 óra kezelési id  elteltével a sejtekr l lemostuk a hatóanyagot. 
Citosztatikus hatás vizsgálatánál a sejtekhez 150 l teljes médiumot pipettáztunk és további 3 
napig inkubáltunk (37oC, 5% CO2). 3 nap elteltével, citotoxicitás esetében pedig a kezelést 
követ en a sejtekhez lyukanként 45 l MTT-oldatot adtunk (c=2mg/ml, szérummentes 
médiumban oldva). 3,5 óra inkubálás után a lemezt centrifugáltuk (2000rpm, 5 perc) és a 
felülúszót G30 t vel óvatosan eltávolítottuk. A lila kristályokat 100 l DMSO-ban oldottuk és 
10 perc rázatás után ELISA lemez leolvasó spektrométer segítségével határoztuk meg az 
abszorbanciát =540nm és 620nm-en. A két hullámhosszon mért abszorbancia értékek 
különbségét átlagoltuk (A). A citotoxicitást, illetve a citosztatikus hatás mértékét a következ  
képlet alapján számítottuk ki: 
ahol A a 4-8 párhuzamos lyukban mért abszorbancia 
átlaga. 
A citotoxicitás mértékét (%) a koncentráció függvényében ábrázoltuk és az illesztett görbe 
segítségével meghatároztuk az IC50 értéket.  
                                                          
5 A vizsgálandó vegyületek koncentrációját a médiumban való oldhatóságuk határozta meg. A telített 
törzsoldatokból háromszoros továbbmen  hígítással 8 további oldatot állítottunk el  és ezekb l pipettáztunk 
150 l-t a sejtekhez. Minden lemezen alkalmaztunk negatív kontrollt, ahol a sejtekhez lyukanként 150 l 
szérummentes médiumot adtunk. 
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5.2.11. DUT44 hatóanyag sejtfelvételének vizsgálata MonoMac6 monocita sejtvonalon 
áramlási citometriával 
A logaritmikus növekedési fázisban lév  MonoMac6 sejteket 24 lyukú szuszpenziós 
lemezre osztottuk (105 sejt/1ml RPMI-1640 teljes médium). A vizsgálandó DUT44 
hatóanyagot RPMI-1640 szérummentes médiumban oldottuk, majd az oldatot sterilre sz rtük. 
A törzsoldat végkoncentrációja 10-4M volt. Ebb l 5-szörös tovafutó hígítással állítottuk el  a 
többi oldatot (koncentrációtartomány: 5×10-5M; 10-5M). A sejtekr l centrifugálás (1000rpm, 5 
perc) után eltávolítottuk a médiumot, majd 250 l szérummentes médiumot és 250 l 
hatóanyagoldatot adtunk a lyukakhoz. 1 óra inkubálás után (37oC, 5% CO2) a sejteket 
lecentrifugáltuk (1000rpm, 5 perc), eltávolítottuk a médiumot, majd 100 l 1mM tripszin 
oldatot adtunk a sejtekhez. Ezután 1ml 10%FCS/HPMI médiumot adtunk a lyukakhoz, majd 
mosás után a sejteket 0,5ml HPMI médiumban vettük fel. A sejteket BD LSR II áramlási 
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Doktori munkám során Mycobacterium tuberculosis immundomináns fehérjéit 
reprezentáló peptidantigénekkel foglalkoztam, melyek immundiagnosztikai reagensként 
potenciálisan a fert zöttség korai detektálását tennék lehet vé. A 16kDa fehérje funkcionális 
T-sejt epitópjának származékait állítottam el . PPD pozitív donorok esetében a 
peptidszármazékok nagyobb T-sejt választ indukáltak.  Megállapítottam, hogy az 
antituberkulotikus kezelés hatására csökken az IFN-  termelés mértéke. A 
91SEFAYGSFVRTVSLPV106-C peptidet OT20 oligotuftsin származékhoz és SAK, EAK 
polimerekhez konjugáltam tioéterkötésen keresztül. A konjugálás többszörösére növelte a 91-
106 peptid által kiváltott IFN-  termelést. Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje antigénszerkezetének 
felderítését átlapoló dodekamer peptid segítségével végeztem. A fehérjén belül három T-sejt 
epitóp régiót lokalizáltam ELISpot módszerrel PPD pozitív látens fert zöttek és aktív tbc-s 
betegek PBMC sejtjein. Az Rv2654 fehérje C-terminális régiója (61-81) a tbc-s betegek 60%-
ánál indukált specifikus immunválaszt. Az N-terminális, a 31-50 és a C-terminális régión belül 
további peptideket szintetizáltam. Megállapítottam, hogy a legnagyobb, az ESAT6/CFP10 
fehérjekeverékkel közel azonos mérték , T-sejt választ az 51-65 peptid váltja ki. A dormans 
állapotú baktérium által expresszált Rv1733c fehérje epitópszerkezetének felderítésére húsz 
átlapoló dodekamer peptidet állítottam el . Az in vitro tesztek alapján lokalizált két régión 
(91-130 és 191-210) belül további peptideket szintetizáltam. A legnagyobb mérték  T-
sejtválaszt a 91-105, 111-125 és 193-210(Ser) peptidek esetében detektáltam.    
Peptidek cisztein tartalmának kvantitatív meghatározására alkalmas új analitikai 
módszert dolgoztam ki N-etilmaleimid reagens alkalmazásával. Az eljárás a tioéter kötésen 
keresztül történ  konjugálási reakció követésére is alkalmas. 
INH, PAS és PZA antituberkulotikumok molekulárisan jellemezett peptidalapú 
konjugátumait állítottam el . Megállapítottam, hogy az INH konjugátumok mindegyike a 
szabad izoniaziddal közel azonos hatást mutat. A karboxilcsoporton történ  konjugálás 
hatására a PAS elveszti in vitro antituberkulotikus hatását. 
Az általam vizsgált harminchét in silico azonosított vegyület közül tizenöt mutatott 
antituberkulotikus hatást. A legkisebb MIC értékkel rendelkez  vegyületek citotoxikus és 
citosztatikus hatását határoztam meg. Fluoreszcens sajátságú DUT44 molekula esetében 
koncentráció függ  sejtfelvételt tapasztaltam MonoMac6 sejtvonalon. A DUT44 és a DUT69 
molekula származékait oligopeptid hordozóhoz konjugáltam. A konjugálás hatására a 
vegyületek meg rizték antituberkulotikus hatásukat. 
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Summary 
Peptide antigens representing immundominant proteins of Mycobacterium tuberculosis 
can be considered as potential diagnostics. Derivatives of the functional T-cell epitope of 
16kDa protein were synthesized and characterized. The in vitro functional activity of these 
peptides was higher in the case of PPD positive donors. The amount of the released IFN-  
decreased under the antituberculotic treatment. Peptide 91SEFAYGSFVRTVSLPV106-C was 
conjugated to OT20 oligotuftsin derivatives and SAK, EAK polymers via thioether bond 
formation. The conjugation dramatically increased the T-cell response of the 91-106 peptide. 
Epitope mapping of Rv2654 (Tb7.7) protein was carried out using 20-mer overlapping 
synthetic peptides. Three epitope regions were determined using ELISpot method on PBMC 
of PPD positive latently infected individuals and active TB patients. Based on these results 
shorter peptides were synthesized according to N-terminal, 31-50 and C-terminal epitope 
regions. Peptide 51-65 provoked the highest T-cell response which was comparable to 
ESAT6/CFP10 protein mixture. The Rv1733c protein is expressed by dormant M. 
tuberculosis. The epitope mapping of the protein was carried out using twenty 20-mer 
overlapping peptides. Corresponding to the in vitro activity shorter peptides of 91-130 and 
191-210 regions were synthesized. Peptide 91-105, 111-125 and 193-210(Ser) provoked the 
highest IFN-  release. 
New method for the quantitative determination of the cysteine content of synthetic 
peptides was described using N-ethylmaleimide reagent. The method is also useful to follow 
the conjugation reaction. 
Well characterized peptide conjugates of recently used izoniazid (INH),  
p-aminosalicylic acid (PAS), pyrazinamide (PZA) antituberculars were prepared. All of the 
INH-conjugates were effective against M. tuberculosis and the MIC values were comparable 
to the free INH moiety. In contrast PAS, which was coupled on its carboxylic group, lost the 
antitubercular activity after conjugation.  
Antitubercular activity of 37 in silico identified drug candidates was determined on M. 
tuberculosis and 15 molecules had a relevant inhibition. Cytotoxicity and the cytostatic effect 
of the compounds were evaluated. The cellular uptake of fluorescent DUT44 molecule showed 
concentration dependence on MonoMac6 cell line. Derivatives of DUT44 and DUT69 
compounds were coupled to oligopeptide carriers. The antitubercular activity of the conjugates 
was comparable to the free molecules.  
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